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»oynthetisches «-Tokopherol* ohne Phytol 
11. Mitteilung iiber Antisterilitatsfaktoren (Vitamin E) 


Von 
W. John und H. Pini 


(Aus dem Allzemeinen Chemischen Universititslaboratorium in Géttingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1942) 


Mit Hilfe der in der 9. Mitteilung iiber Antisterilititsfaktoren 
beschriebenen synthetischen Methoden konnte eine Anzahl yon 
Homologen des «-Tokopherols dargestellt werden). Uher die 
Synthese des I[so-¢-tokopherols* *), des Nor-¢-tokopherols*) und 
des 2-Dodecyl-2, 5, 7, 8-tetramethyl-t-oxy-chromans*) ist bereits 
berichtet worden. Jedes der angegebenen Verfahren ist nun ge- 
eignet, auch das Kohlenstofiskelett des ¢-Tokopherols selbst, des 
wirksamsten der bekannten Vitamin E-Faktoren, aufzubauen, 
worauf schon in kurzen Notizen hingewiesen worden ist®), Vor- 
aussetzung fiir die Durchfiihrung dieser Synthese ist die Bereitung 
eines C,,-Halogenids, das der Seitenkette des ¢-Tokopherols ent- 
spricht. Nach den allgemein angenommenen Vorstellungen iiber 

CH, CH CH, 
-CH—CH,--CH, 
> H,,C,,-CN -> H,,C,,—CH,—NH, -> 
If] IV 
CH CH CH, 


H,,C,,-CH,-N=C-C,H, H,C-CH-(CH,),-CH-(CH,),-CH-(CH,),-Br (-Ch 


CH, 
CH, CH, 
ROL 7 HO. 
CH, 
CH, CH, XI 
VII. BR, = CH,, R, = COCH., B= Ch, R= 
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die Konstitution der Tokopherole muB ein solches C,,-Halogenid 
die Struktur eines 4,8,12-Trimethyl-tridecyl-halogenids VI be- 
sitzen, 

Auf die folgende Weise sind nun das 4,8, 12-Trimethyl- 
tridecyl-bromid VI und das 4,8, 12-Trimethyl-tridecyl-chlorid ein- 
tach und in guter Ausbeute erhiiltlich. Farnesol oder das aus 
Pseudojonon leicht darstellbare Tetrahydrofarnesol werden nach 
den Angaben von F. G. Fischer und Léwenberg‘) hydriert 
zum Hexahydrofarnesol und dieses in das bromid I tibergefihrt. 
Das Hexahydrofarnesylbromid I JaBt sich in wabrig-alkoholischer 
Lésung mit KCN leicht in sein Nitril II iiberfiihren, und dieses 
mit Natrium—Alkohol zum 4,8,12-Trimethyl-tridecylamin III redu- 
zieren. Das Amin III kann nun nach der eleganten Methode von 
y. Braun’) als Benzoat IV mit Phosphorpentabromid behandelt 
und das Imidbromid V durch thermische Spaltung in einer Reaktion 
mit einer Gesamtausbeute von etwa 60°/,, bezogen auf das Nitril IT, 
in das 4,8, 12-Trimethyl-tridecylbromid VI verwandelt werden. Mit 
etwas geringerer Ausbeute wird auf analoge Weise bei Verwendung 
von Phosphorpentachlorid das entsprechende ‘Trimethyl-tridecy]- 
chlorid erhalten. Dasselbe Ziel ist auch durch die Reaktionsfolge 
Nitril IT —» C,,-Siureester C,,-Alkohol C,,-Halogenid VI 
zu erreichen. Eine Verlingerung der Kette nach der Methode 
von Ziegler?’ ergab weniger giinstige Resultate. 

Damit sind die gewiinschten C,,-Halogenide einfach und billig 
zugiinglich gemacht worden und kénnen zu Grignardsynthesen, 
wie sie die 9. Mitteilung beschreibt, verwendet werden. Im Ver- 
suchsteil dieser Arbeit beschreiben wir die Umsetzung der ge- 
nannten C,,-Halogenide mit 3, 4, 6-Trimethyl-2-methoxy-5-acetoxy- 
benzoylaceton VII zu einem dem «-Tokopherol XI entsprechenden 
Diastereomerengemisch. In entsprechender Weise ist die Um- 
setzung der ,-Halogenide auch mit Ketobutyl-pseudocumo-hydro- 
chinon VIII, wie auch mit dessen Monoiither IX oder Diacetat X 
durchfiihrbar; auch 5,7,8-Trimethyl-6-oxy-3,4-dihydrocumarin kann 
zur Synthese des ,,¢-Tokopherols* herangezogen werden. Nach 
unseren Erfahrungen werden mit dem ersten Verfahren die besten 
Ausbeuten erzielt. 

Das auf diesen Wegen gewonnene ,synthetische ¢-Tokopherol* 
ist nach einmaliger chromatographischer Filtration durch eine 
Siiule von Aluminiumoxyd gut rein. Zur vélligen Reinigung und 
genaueren Charakterisierung emptiehlt sich die ibliche Uber- 
fihrung in die Allophansiiureester. Diese sind besonders bequem 
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auf chromatographischem Wege von Nebenprodukten der Reaktion 
zu befreien. Die Allophanate des ,,synthetischen «-Tokopherols* 
schmelzen im Rohzustand bei 168—172°, bereits durch einmaliges 
Umkrystallisieren aus Methanol erhilt man Priiparate vom Schmelz- 
punkt 175—176°% Mit einem nach der Methode von Karrer, 
Fritzsche, Ringier und Salomon’) erhaltenen Allophanat, des 
sogenannten .d,l-«-Tokopherols* vom Schmelzp. 171° tritt im 
Mischschmelzpunkt keine [epression ein. In einer spiiteren Arbeit 
haben Karrer und Mitarbeiter'’) den Schmelzpunkt  ilres 
d,l-¢-Tokopherylallophanates ,durch oft wiederholte fraktionierte 
Krystallisation® auf 174—175° erhéhen kénnen. Demnach scheinen 
zwischen dem von Karrer aus Pseudocumohydrochinon mit syn- 
thetischem Phytol, und dem, wie hier beschrieben, aus Trimethyl- 
methoxy-acetoxy-benzylaceton mit Trimethyl-tridecyl-chlorid dar- 
gestellten ,synthetischen «-Tokopherol* keine Unterschiede 
bestehen. Zu demselben Ergebnis fiihrt ein Vergleich der Di- 
p-brombenzoesiureester der Hydrochinone aus den nach beiden 
synthetischen Verfahren dargestellten Tokopherolen. Sie schmelzen 
beide bei 114—115" und geben im Gemisch keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung. Auch das nach dem Verfahren der Firma E. Merck, 
Darmstadt, erhaltene synthetische ¢-Tokopherol unterscheidet sich 
nicht in erkennbarer Weise yon dem hier beschriebenen Produkt"), 

Die Ubereinstimmung der genannten Priparate war zu erwarten 
gewesen. Bei Verwendung von synthetischem Phytol in einem 
Falle und synthetischem Trimethyl-tridecyl-halogenid im anderen 
Falle sind die daraus gewonnenen .,¢-Tokopherole* in bezug auf 
die beiden asymmetrischen Kohlenstoffatome in der Seitenkette 
razemisch; es ist infolgedessen auch anzunehmen, daB bei der 
Entstehung des im Verlaufe der Synthese sich neubildenden 
Asymmetriezentrums im Chromanringsystem bei beiden Arten der 
Synthese kein verschiedenes Mischungsverhaltnis von d- und 1-Formen 
entstelit. 

Sowohl das bei der Synthese der Schweizer Autoren als auch 
das nach der hier beschriebenen Methode entstehende «-Toko- 
pherol ist ein Diastereomerengemisch, das alle 8 theoretisch méglichen, 
optisch reinen Formen enthalten kann. Das Mischungsverhiiltnis der 
verschiedenen diastereomeren Komponenten ist verschieden, je nach- 
dem, welches Ausgangsmaterial zur Synthese verwendet wird. So ist 
z. B. bei der Verwendung natiirlichen Phytols zur Synthese des 
d, l-c-Tokopherols das resultierende Diastereomerengemisch sicher- 
lich anders zusammengesetzt als bei der Verwendung eines 
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synthetischen Phytols, wenn auch die Unterschiede so gering 
sind, daf sie in den Schmelzpunkten und Drehungen verschiedener 
Derivate der beiden Tokopherole nicht zum Ausdruck kommen. 
Daf jedoch Unterschiede zwischen natiirlichem und synthetischem 
Phytol vorhanden sind, wird z. B. durch die um 4° verschiedenen 
Schmelzpunkte beider Allophanate angedeutet?®). 

Die von Karrer fiir das synthetische @-Tokopherol ein- 
gefiihrte Bezeichnung ,,d,l-c-Tokopherol* verleitet leicht dazu, 
sich vom wahren Charakter dieser Verbindung falsche Vorstellungen 
zu machen*). Bei keinem der bisher kiinstlich dargestellten «-Toko- 
pherole liegt eine aus gleichen Teilen einer reinen d-Form und 
einer reinen |-Form bestehendes Razemat vor, wie es die gewiihlte 
Bezeichnung voraussetzt. Selbst unter der — iibrigens keines- 
wegs bewiesenen — Voraussetzung, daf die Pflanze ihr e-Tokopherol 
aus dem natiirlichen Phytol des Blattgriins ohne Verinderung 
der optischen Zentren aufbaut, so daB dann im_ natiirlichen 
¢-Tokopherol und in einem aus natiirlichem Phytol synthetisierten 
»a-Tokopherol* in bezug auf die asymmetrischen Kohlenstoffatome 
der Seitenkette Ubereinstimmung besteht, ist die Bezeichnung 
d,l-e-Tokopherol fiir das synthetische Produkt unzutreffend. In 
diesem Talle sind zwei optische Zentren identisch, wiihrend in 
bezug auf das dritte Asymmetriezentrum, dasjenige im Chroman- 
ringsystem, offenbar Unterschiede bestehen. Im _ ,synthetischen 
7-Tokopherol* liegen bezogen auf dieses Kohlenstofiatom sicher 
beide Formen vor, wiihrend im natiirlichen@-Tokopherol entsprechend 
den an Naturstoffen allgemein gemachten Erfahrungen, wahrschein- 
lich nur die eine Drehungsrichtung ausgebildet ist. Natiirliches 
und synthetisches «-Tokopherol unterscheiden sich in diesem Falle 
demnach grundsiitzlich ebenso wie z. B. verschiedene Gemische 
epimerer Zucker. Kine vollstiindige Vernachlissigung der optischer 
Verhiltnisse der beiden asymmetrischen C-Atome in der Seiten- 


*) Anm. b. d. Korr. Wie vollig falsch diese Vorstellungen sein kinnen, 
geht besonders deutlich aus einem Aufsatz von G. Woker, Schweiz. Ztsch. 
f. Biochemie 1, 51 (1941) hervor, wo es heift: ,,.Das auf diese Art (d. h. durch 
Synthese nach Karrer) erhaltene a-Tokopherol erwies sich als identisch 
mit dem natiirlichen. . . . die Schmelzpunkte der Allophanate und Dinitro- 
benzoate differieren zwar beim natiirlichen und synthetischen «-Tokopherol, 
sie ergeben jedoch bei der Mischung keine Depression unter den _tiefer 
gelegenen Schmelzpunkt, wie es bei verschiedenen Stoffen der Fall sein 
miiBte, .. .“ !! 

Ebenda wird das d, l-«-Tokopherol auch in konsequenter Anlehnung 
an die Karrersche Bezeichnung als ,.razemische Form‘ bezeichnet. 
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kette der Tokopherole, wie sie die Schweizer Autoren durch ihre 
Namengebung zum Ausdruck gebracht haben, ist unstatthaft, da 
man aus den Arbeiten von Fernholz!) wei®, daB die beim 
oxydativen Abbau des a@-Tokopherols entstehende C,,-Siure, die 
nur noch diese beiden in Frage stehenden Asymmetriezentren ent- 
hilt, optisch aktiv ist; der p-Phenyl-phenacylester dieser ,,Fern- 
holzsiure* zeigt eine Drehung von Der Name 
d,l-a-Tokopherol ist daher in allen Fallen unzutreffend und irre- 
fiithrend, trotzdem scheint er sich, offenbar vor allem seiner Kiirze 
wegen, weitgehend eingebiirgert zu haben. Tatsiichlich liegt aber 
in allen bisher bekannt gewordenen synthetischen «-Tokopherol- 
priiparaten ein Diastereomerengemisch vor. Wir méchten daher 
zur Bezeichnung solcher Priiparate den Namen _,,synthetisches 
¢-Tokopherol*, abgekiirzt ,,s-c-okopherol*, bevorzugen, wobei aut 
jede Festlegung der optischen Verhiltnisse verzichtet wird. 
Auch die Anwendung einer Bezeichnung, die das Wort 
,¢-Tokopherol* iiberhaupt enthilt, sollte fiir alle synthetischen 
Priiparate nur mit Vorbehalten geschehen; es ist bisher in keinem 
Fall die véllige Identitit eines solchen Produkts mit natiirlichem 
«-Tokopherol sichergestellt. Die von Karrer®) zunichst fest- 
gesteilte Ubereinstimmung der beiden 3-Brom-d-camphersulfon- 
siiureester aus natiirlichem und synthetischem «@-Tokopherol ist 
durch erneute Untersuchungen in demselben Laboratorium ,,un- 
sicher geworden“!*), Die Ubereinstimmung der synthetischen und 
natiirlichen Priiparate in physiologischer Hinsicht kann bei der 
bekannten geringen Konstitutionsspezifitit der Vitamin-E-Wirk- 
samkeit nicht als Strukturbeweis angesprochen werden. Die groBe 
Ahnlichkeit aller Derivate, die wir bisher aus Homologen des 
«-Tokopherols dargestellt haben, durchaus die Méglichkeit 
offen, daB z. B. die Stellung der Methylgruppen in der Seiten- 
kette der Tokopherole eine andere ist, als bisher, lediglich aut 
Grund yon Analogieschliissen, angenommen wird.*) Der phytol- 
artige Bau der Seitenkette der Tokopherole ist zwar sehr wahr- 
scheinlich richtig, er bedarf jedoch durchaus noch eines exakten 
Beweises. Durch die inzwischen durchgefiihrte Synthese der 
»ernholz-Siure* C,,H,,0,, iiber die in einer der nachsten Arbeiten 


*) Nor-a-tokopherylallophanat, Iso-«-tokopherylallophanat, d,1-, s- und 
natiirliches a-Tokopherylallophanat geben, obwohl sie z. T. sicher voneinander 
verschieden sind, im Gemisch keine merkbare Sehmelzpunktsdepressionen 
miteinander, 
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berichtet werden soll, hoffen wir diesem letzten Beweis der «-Toko- 
pherolformel bereits nihergekommen zu sein. 


Die biologische Priifung des hier beschriebenen s-c-Toko- 
pherols im Evanstest an der Ratte hat die Firma KE. Merck, 
Darmstadt in dankenswerter Weise fiir uns durchgefiihrt. Nach 
den bisher vorliegenden Versuchen zeigte das s-«-T'okopherol in 
einer Dosis von 3 mg (in 0,2 ccm Sesamél gelést) nach einmaliger 
Darreichung per os bei 6 von 7 Tieren volle Vitamin-E-Wirk- 
samkeit. Damit ist gezeigt, daB das ohne Verwendung von Phytol 
synthetisierte s-c-Tokopherol sowohl dem natiirlichen ¢-Tokopherol 
als auch den mit Hilfe von Phytol synthetisierten, sogenannten 
d, l-¢-Tokopherol-Priparaten, biologisch gleichwertig ist. Weitere 
vergleichende biologische Versuche im Legeréhrenwachstumstest 
am weiblichen Bitterling hat Herr Duyvené de Wit!) freund- 
licherweise fiir uns in Angriff genommen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie der Firma 
EK. Merck, Darmstadt, danken wir fiir die Unterstiitzung dieser 
Arbeit. Frl. H. Herrmann fiir die Durchfiihrung zahlreicher 
Versuche. 


Beschreibung der Versuche 


I. Hexahydrofarnesylcyanid. 25 Hexahydrofarnesylbromid (dy, 
- 1,0047, nj§ = 1,4594) werden mit 17 g Kaliumeyanid in 130 cem 75 °/,igem 
Alkohol 6. Stunden am Riickflu8kiihler gekocht. Dann entfernt man den 
Alkohol im Vakuum, verdiinnt mit Wasser und extrahiert mit Ather. Die 
iitherische Lisung wird mit Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum 
eingedampft. Das verbleibende Ol wird bei 0,4 mm im Vakuum destilliert. 
Nach einem geringen Vorlauf geht die Hauptfraktion von 109—110° sehr 
konstant iiber, ein Riickstand bleibt nicht. Ausbeute rund 18 g (85—-90°/, d. Th.) 
d,, = 0,828; n?! = 1,4446. 


5,281 mg Subst.: 15,645 mg CO,, 6,130 mg H,O. — 3,607 mg Subst.: 
0,186 cem N (23°, 744 mm). 


C,,H,,N Ber. © 80,94 H 13,16 5,90 
Gef. ,, 80,80 ,, 1299 ,, 5,82. 


II. 4,8,12-Trimethyl-tridecylamin. (Homohexahydro-farnesylamin.) 
18 g Hexahydrofarnesyleyanid werden in 220 eem absolutem Alkohol gelést 
und mit 22 g Natrium zuerst in kleinen, dann in gréBeren Stiicken im Verlaufe 
von 11, Stunden versetzt und zuletzt noch 1 Stunde am RiickfluBkiihler 
auf dem Wasserbad erhitzt. Dann verdiinnt man mit méglichst wenig 
absolutem Alkohol, so daB die Reaktionsmischung diinnfliissig genug ist, 
um in 400 eem 2 n-HCl und Eis eingegossen werden zu kiénnen. Die Lisung 
wird alkalisch ausgeiithert, und die dtherische Lésung mit Wasser griindlich 
gewaschen. 
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Das freie Amin haben wir nicht isoliert; sein salzsaures Salz ist 
ebenfalls iitherléslich, mit Basenfiillungsmitteln entstehen meist dlige Nieder- 
sehliige. 


III. 4,8,12- Trimethyl - tridecylbromid. (Homohexahydrofarnesy]- 
bromid.) 18 g des in Versuch II erhaltenen Trimethyl-tridecylamins werden 
in Ather gelést und mit 2n-Natronlauge und 25 g Benzoylehlorid portions- 
weise '/, Stunde lang geschiittelt, so daB die Lésung immer alkalisch bleibt, 
dann wird mit Natronlauge und Wasser gewaschen und zur Trockne ge- 
dampft. Das in einem Claisenkolben im Vakuum gut getrocknete Benzoat 
wird mit 31 g Phosphorpentabromid versetzt und 10 Minuten auf dem 
Wasserbad erhitzt, wobei eine homogene Lésung entsteht. Nunmehr destilliert 
man zuniichst im Wasserstrahlyakuum bis 120° AuBentemperatur das ent- 
standene Phosphoroxy bromid ab und zersetzt dann im Vakuum der Olpumpe 
bei 0,3 mm und einer AuBentemperatur von 180—200°. Das gesamte an- 
fallende Destillat wird in Ather aufgenommen, zuerst mit Eiswasser, dann 
mehrfach mit Wasser von Zimmertemperatur gewaschen bis die Bromid- 
reaktion mit Silbernitratlisung negativ ist. Die dtherléslichen Teile werden 
sodann vom Lésungsmittel befreit und im Vakuum gut getrocknet. Nacb- 
dem man nun 3 cem absoluten Alkohol zugesetzt hat, wird unter Feuchtig- 
keitsausschluB gasférmige Salzsiiure eingeleitet bis zu einer Gewichtszunahme 
von 1,8 g. Nach 4tigigem Stehen versetzt man mit Ather solange ein 
Niederschlag entsteht, filtriert diesen ab, wiischt mit Wasser und dampft 
zur Trockne. Das verbleibende Ol wird bei 0,4 mm destilliert, wobei nach 
einem sehr geringfiigigen Vorlauf die Hauptmenge des C,,-Bromids bei 
123—124° sehr konstant und ohne Riickstand iibergeht. Ausbeute 13—14 g 
(dy, = 1,004; nzt= 1,4622). 

5,029 mg Subst.: 11,610 mg CO,, 4,850 mg H,O. — 12,140 mg Subst.: 
7,430 mg AgBr. 


C,,H,,Br Ber. C 62,93 H 10,90 Br 26,19 
Gef. ,, 62,96  ,, 10,79 26,04. 


IV. 4,8,12-Trimethyl-tridecylchlorid. 16,2 g¢ des wie in Versuch III 
nach Schotten-Baumann benzoylierten Trimethy]-tridecylamins werden mit 
9,8g¢ Phosphorpentachlorid versetzt und auf dem Wasserbad erwiirmt, bis eine 
homogene Lésing entstanden ist. Dann wird im Metallbad auf 200° erhitzt 
und gleichzeitig das entstandene Phosphoroxychlorid abdestilliert. Die Zer- 
setzung des Imidehlorids beginnt bei etwa 270° und ist bei etwa 300° be- 
endet. Das C,,-Chlorid destilliert zuniichst bei gewéhnlichem Druck als 
wasserklares Ol ab; durch ein geringes Vakuum kann die Destillation be- 
schleunigt werden. Uber 300° erhiilt man auch bei vollem Wasserstrahl- 
vakuum nur noch sehr wenig Destillat, das auch jetzt noch kaum durch 
Zersetzungsprodukte verfiirbt wird. Die vereinigten Destillate werden in 
Ather aufgenommen, zuniichst mit Eiswasser und dann mit lauwarmem 
Wasser bis zum Verschwinden der Chloridreaktion gewaschen. Die iither- 
léslichen Teile werden, wie in Versuch II, im Vakuum zur Trockne gedampft, 
in 3. cem absolutem Alkohol aufgenommen, 1,8 g gasférmiges, getrocknetes 
Salzsiiuregas eingeleitet, nach 4tiigigem Stehen mit Ather versetzt und yom 
ausfallenden Niederschlag abgetrennt. Das rohe C,,-Chlorid wird bei 0,4 mm 


l 
| 


| 
i 


939 W. John und H. Pini, 


destilliert, wobei die Hauptfraktion bei 112° iibergeht. Ausbeute 5,1 ¢. 
d,, = 0,867; n?? = 1,449. 
5,615 mg Subst.: 14,980 mg CO,, 6,305 mg H,O. — 9,990 mg Subst.: 
5,950 mg AgCl. 
C,,H,,C1 Ber. 73,70 H 12,76 Cl 13,60 


Das offensichtlich nicht véllig reine C,,-Chlorid kann dessenungeachtet 
zur Darstellung des synthetischen a-Tokopherols verwendet werden. 


s-a-Tokopherol. Man bereitct eine aus 0,48 
Magnesium und 6,1 ¢ Trimethyl-tridecylbromid oder 5,2 g Trimethyl-tridecy]- 
chlorid in 100cem Ather unter Ausschlu8 von Luftsauerstoff. Nach beendeter 
Umsetzung verdiinnt man mit 100 cem absolutem Banat, 1aBt in die siedende 
Lésung im Verlaufe von etwa 1 Stunde eine Lésung von 2,75 g 35, 4, 6- -Trimethy!- 
2-methoxy-5-acetoxy- neengencdiins in 30 cem Benzol und 30 cem Ather ein- 
tropfen und hilt weitere 3 Stunden im Sieden. Nach dem Erkalten zersetzt 
man mit Kis-Salzsiiure und extrahiert mit Ather. Das aus den Atherextrakten 
erhaltene Material wird mit 250 ecm 5°/,iger methanolischer Kalilauge durch 
%/,stiindiges Kochen unter Stickstoff verseift. Das Verseifungsprodukt wird 
durch Ausiithern der mit Wasser verdiinnten Reaktionsmischung isoliert, 
dann in 60 cem Alkohol aufgenommen und eine Lésung von 6 g Ferrichlorid 
in 100 cem Alkohol zugegeben. Durch kurzes Erwiirmen auf dem Wasser- 
bad wird die Oxydation zu Ende gefiihrt, die Mischung in Wasser gegossen 
und das gelbe a-Tokopherylchinon mit Ather ausgezogen. Das nach dem 
Abdampfen des Athers erhaltene Glige Chinon wird in 100 cem Eisessig 
gelést, mit etwas Zinkstaub zum Sieden erhitzt, bis die gelbe Chinonfarbe 
verschwunden ist; dann lift man eine Lésung von 20 ccm Bromwasserstoff- 
siure (d = 1,49) in 100 cem Eisessig im Verlauf yon '), Stunde in die siedende 
Lésung eintropfen. Bei etwa auftretender Braunfirbung wird erneut Zink- 
staub in kleinen Portionen eingetragen. Nachdem die RingschluBreaktion 
durch weiteres '/,stiindiges Sieden zu Ende gefiihrt worden ist, wird die 
Hauptmenge des Eisessigs im Vakuum abdestilliert, dann mit Wasser ver- 
diinnt und mit Ather extrahiert. Das aus dem Ather erhaltene gelbliche 
Ol kann leicht in bekannter Weise auf chromatographischem Wege gereinigt 
werden. Zur vollstiindigen Reinigung des s-a-Tokopherols empfiehlt sich 
die iibliche Uberfiihrung in den Allophansiureester, der sich durch Filtration 
durch Aluminiumoxyd besonders leicht rein gewinnen lift. Das s-a-Toko- 
pherylallophanat wird stark adsorbiert, wihrend die Nebenprodukte der 
Reaktion mit Benzin-Benzol volistindig ins Filtrat gewaschen werden kinnen. 

Eine schwache oberste Schicht von wenigen Millimetern enthilt Ver- 
unreinigungen und wird verworfen. 

Die iibrige Siiule wird zweckmiibigerweise in 4 oder 5 Zonen unter- 
teilt und getrennt mit Ather—-Alkohol eluiert. Die oberen Schichten, soweit 
sie schwach gelblich-grau gefiirbt sind, enthalten s-c-Tokopherylallophanat 
mit Schmelzpunkten zwischen 168 und 172°. Die farblosen unteren Teile 
der Siiule enthalten nur noch sehr geringe Mengen an halbéligem Material. 
Das s-a-Tokopherylallophanat wird aus Methanol umkrystallisiert, es scheidet 
sich in derselben feinkrystallinen Art an der Gefi®wand ab, wie sie yom 
a-Tokopherylallophanat bekannt ist. Der Schmelzpunkt steigt hiiufig schon 
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nach einmaligem Umlosen auf 175—176° an; weder mit natiirlichem a-Toko- 
pherylallophanat noch mit einem nach dem Karrerschen Verfahren ge- 
wonnenen d,]-e-Tokopherylallophanat laibt sich cine Schmelzpunktsdepression 
feststellen. 
3,703 mg Subst.: 9,820 mg CO,, 3.340 mg H,O. — 3,293 mg Subst.: 
0,145 cem N (24°, 757 mm). 
C,,H,.N.O, Ber. C 72,05 H 10,15 N 5,42 
Gef. 72,32 » 10,09 » 9,04. 


U.V.-Absorption Maximum bei 280 mu, ¢€ = 1750 
Minimum bei 250 mu, ¢= 200. 


Priiparate mit etwas niedrigercm Schmelzpunkt z. B. 168° zeigen kaum 
Unterschiede in der analytischen Zusammensetzung. 


4,632 mg Subst.: 12,200 mg CO,, 3,830 mg H,0. -— 3,001 mg Subst.: 
0,141 cem N (26°, 746 mm). 
Gef. C 72,36 TE 10,25 N 5,26. 


Die Ausbeuten an s-a-Tokopherylallophanat betragen bei Verwendung 
des Trimethyl-tridecyl-bromids 1,5—1,8 g. Wird das nach Versuch IV be- 
reitete Trimethyl-tridecylchlorid verwendet, so sind die Ausbeuten etwas 
geringer, offenbar infolge der unvyollstiindigen Reinheit dieses Chlorids. 
Geht man von 3, 4, 6-Trimethy|-2-methoxy-5-oxy-benzylaceton (2,36 = 0,01 Mol) 
aus, so werden 11,7? g¢ Trimethyl-tridecylchlorid bzw. 13,7 g Trimethyl- 
tridecylbromid zur Durechfiihrung der Grignardreaktion bendtigt, die Aus- 
beuten erreichen héchstens 1,0 ¢ s-a-Tokopherylallophanat. Alle Ausbeuten 
hingen sehr vom Gelingen der Grignardverbindung ab. 

Das freie s-a-Tokophero! wird durch Verseifung des Allophanates unter 
Stickstoff erhalten. Es zeigt die bekannten Reaktionen mit Silbernitrat und 
Salpetersiiure ebenso wie natiirliches a-Tokopherol. 


6,842 mg Subst.: 20,250 ng CO,, 6,980 mg H,0. 


Cy Ber. 80,87 11,70 
Gef. ,, 80,72  ,, 11,41. 


U.V.-Absorption: Maximum bei 204 mu, ¢ = 3500. 


Dureh Oxydation des s-a-Tokopherols mit Ferrichlorid erhilt man in 
bekannter Weise das s-a-Tokopherylchinon. Eine reduzierende Veresterung 
mit p-Brombenzoylchlorid ergibt daraus in guter Ausheute den Di-p-brom- 
benzoesiureester des ontsprechenden Hydrochinons. Dieser schmilzt, aus 
Methanol umkrystallisiert, bei 114° und gibt weder mit dem Di-p-brom- 
benzoesiureester des u-Tokopherylhydrochinons yom Schmelzp. 113° noch 
mit demselben Ester des d,]-a-'lokopherylhydrochinons yom Sehmelzp. 114 
bis 115° eine erkennbare Mischschmelzpunktsdepression. 


4,536 mg Subst.: 10,570 mg CO,, 2,980 mg H,O. — 7,930 mg Subst.: 
3,690 mg AgBr. 


C,,H,.Br,0, Ber. C 63,39 H 7,17 Br 19,62 
Gef. ,, 6355 19,80. 
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Nebennierenriude und alkalische Phosphatase 
Yon 


Waldemar Kutscher und Helmut Wiist 


(Aus der Chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Heidelberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Februar 1942) 


Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die Phosphatasen 
beschaftigten wir uns wiederholt auch mit der Frage der physio- 
logischen Bedeutung dieser so weitverbreiteten Enzyme. Eine 
direkte oder indirekte Beteiligung der Phosphatasen an den 
Phosphorylierungsprozessen wurde von uns mehrfach diskutiert 
und erscheint uns wahrscheinlich. Vor einiger Zeit!) wurde schon 
darauf hingewiesen, daB die Placenta, die Niere und der Diinn- 
darm besonders phosphatasereich sind; es sind das gerade diejenigen 
Organe, in denen sich die Stoffaustauschvorginge vollziehen, 
welche nach Verzar unter intermediiirer Bildung von Phosphor- 
siureestern ablaufen. Es liegt daher nahe, an einen Zusammen- 
hang zwischen diesen beiden l'atsachen zu denken. Die Mitwirkung 
der Phosphatase an den mit Phosphorylierung einhergehenden 
Stoffaustauschprozessen kénnte entweder in einer Veresterung 
des zu resorbierenden Stoffes mit Phosphorsiure oder in einer 
Spaltung der auf irgendeinem anderen Wege gebildeten Phosphor- 
siureester bei ihrem Ubertritt aus der Zelle ins Blut, d. h. in 
einem Freisetzen der organisch gebundenen Phosphorsiure bestehen. 

In neuerer Zeit wurden von verschiedener Seite auch experi- 
mentelle Befunde fiir eine direkte Beteiligung der Phosphatase 
an den Phosphorylierungen beigebracht. So wird die Bildung bzw. 
der Abbau von Glykogen (Cori, Kiessling) durch ein Enzym 
bewirkt, welches die Reaktion*) 

Glykogen + h,PO, <—™  Glucose-1-Phosphorsiiure 


katalysiert, wobei das Gleichgewicht bei einer etwa 85 °/,-igen 
Aufspaltung des Coriesters liegt. Betrachtet man die Wirkung 


)Y W.K., G. Veith u. W. Sarreither, Diese Z. 251, 129 (1938). 
*) Nach Kiessling sollen an dieser Reaktion zwei Enzyme beteiligt sein. 
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dieses Enzyms von der Seite der Phosphorsiure her, so haben 
wir es mit einer Phosphatase zu tun, obwohl die Bedeutung dieses 
Fermentes natirlich nicht in der Abspaltung des Phosphates, 
sondern in der Bildung des Glykogens liegt. Jedenfalls liegt 
hier ein Enzym vor, das bei Gegenwart von Phosphorsiureestern 
als Phosphatase wirkt, das aber bei giinstigen Versuchsbedingungen 
auch anorganische Phosphorsiure verestern kann. Ein weiteres 
Beispiel fiir eine phosphorylierende Wirkung der Phosphatase hat 
Sperber?) beigebracht. Er zeigte, daB die Aufnahme von 
Aneurin durch die Zellen der Biickerhefe mit einer Phosphorylierung 
derselben zu Cocarboxylase einhergeht. Das Enzym, welches die 
Phosphorylierung und damit die Autnahme des Aneurin in die 
Zelle bewirkt, soll mit der Phosphatase identisch sein, deren Vor- 
kommen in der Hefe schon lange bekannt ist. 

Dic interessanten Untersuchungen von Verzar und Mit- 
arbeitern haben in iiberzeugender Weise die groBe Bedeutung der 
Nebennierenrinde fiir die Phosphorylierungen gezeigt. Nach Ex- 
stirpation der Nebennieren treten z. B. charakteristische Stérungen 
der Resorptionsvorginge auf, die im Aufhéren der Fettresorption 
und der ,selektiven“ Glucoseresorption bestehen. Dies wird damit 
erklart, dab im Darmepithel die Bildung von Phosphorsiiureestern 
in einer noch nicht geklirten Weise gehemmt ist. Diese Stérungen 
werden durch Zufuhr von Nebennierenrindenhormon behoben. 

Um dem oben dargelegten Problem einer Beteiligung der 
Phosphatasen an den Phosphorylierungen naiher zu kommen, unter- 
nahmen wir es, dus Verhalten der Phosphatase nach Exstirpation 
der Nebennieren zu priifen. Die ersten orientierenden Versuche 
fiihrte in unserem Institut Cl. Knoevenagel’) durch, wobei als 
Testobjekt die Muskelphosphatase diente, welche zur Gruppe der 
Phosphatasen mit saurem p,-Optimum gehirt. Eine Anderung 
der Phosphataseaktivitit der Muskulatur konnte in diesen Ver- 
suchen nicht beobachtet werden. Doch war uns schon damals 
slar, dab diesem Ergebnis keine endgiiltige Bedeutung beigelegt 
werden durfte, da die Uberlebensdauer der adrenalektomierten 
Tiere sehr kurz war, wahrscheinlich wegen nicht ausreichender 
Beherrschung der beim Meerschweinchen besonders schwierigen 
Operationstechnik. Da die Ausfallserscheinungen erst einige Zeit 
nach der Operation voll in Erscheinung treten, muBte damit 


*) Naturw. 29, 765 (1941). 
*) Biochem. Z. 305, 337 (1940. 
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gerechnet werden, daB eine Anderang in der Aktivitiit der Phos- 
phatase auch erst nach einigen Tagen deutlich wurde. Ks erschien 
uns daher notwendig, das Problem einer nochmaligen sorgfiltigen 
Uberpriifung zu unterziehen, wobei auf ausreichend langes Uber- 
leben der Tiere, vélliges Abklingen der Operationsn .liwirkungen 
und einwandfreies Eintreten der Ausfallserscheinungen geachtet 
werden sollte. 


Als Objekt dieser Untersuchungen wiihlten wir diesmal die 
alkalische Phosphatase des Darmes und der Niere, init Riicksicht 
auf unsere a.a.Q.1) angefiihrte Beobachtung tiber das besonders 
reichliche Vorkommen von Phosphatase in den Organen des Stoff- 
austausches: es handelt sich hier gerade um das Enzym mit 
alkalischem p,,-Optimum. Es muBte nimlich mit der Méglichkeit 
gerechnet werden, dafB die saure Phosphatase in ihrer physio- 
logischen Rolle und ihrem chemischen Bau von dem alkalischen 
Enzym verschieden ist und dann natiirlich aut Nebennieren- 
exstirpation anders oder eventuell auch gar nicht reagiert. Wir 
méchten aber hervorheben, daB uns dies nicht wahrscheinlich 
erscheint, und wir beabsichtigen daher die Versuche von Knoeve- 
nagel bei gegebener Zeit zu iiberpriifen. 


Als Versuchstier diente wiederum das Meerschweinchen. 
Diese Wahl wird bestimmt durch die Tatsache, daB wir fiir die 
Messung der Phosphataseaktivitit auf nicht zu kleine Mengen 
Organbrei angewiesen sind. Es miissen nimlich in zwei ge- 
sonderten Portionen die priiformierte Phosphorsiiure und die 
Enzymaktivitiit bestimmt werden, wobei die Menge des fiir jede 
einzelne Bestimmung zu verwendenden Organbreies méglichst 0.5 
bis 1.0 g¢ betragen soll, damit die unvermeidliche methodische 
Fehlerbreite nicht zu stark ins Gewicht fillt. Beide Nieren 
wurden ganz zu Brei verarbeitet. vom Darm wurde das Duodenum 
und ein Teil des Diinndarmes dazu verwendet, da aus der Literatur 
bekannt ist. daB die Phosphataseaktivitit im Duodenum am 
héchsten ist und von da bis zum Dickdarm sehr stark abfillt. Diese 
Tatsache belastet unsere Darmwerte mit einer héheren Fehler- 
quelle als die anderen Organwerte; denn wenn auch méglichst gleich 
lange Darmstiicke verwendet wurden, so ist doch nicht ohne weiteres 
zu tibersehen, ob der Abfall der Phosphataseaktivitiit iiber die 
Darmlinge bei allen Tieren gleichartig verliuft. Doch glauben 
wir nicht, daB diese zusiitzliche Fehlerquelle wesentlich ins Ge- 
wicht fillt. 
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Die von uns angewandte Operationstechnik ist im metho- 
dischen Teil beschrieben. Zur Bestimmung der alkalischen Phos- 
phatase verwendeten wir diesmal nur Tiere, die die Adrenalektomie 
mindestens 4 Tage iiberlebt haiten und einwandf{rei die Symptome 
des Nebennierenausfalles zeigten, bzw. an letzteren zu Grunde 
gingen. Unsere Kriterien waren starker Gewichtsverlust (Gewichts- 
tabelle), Adynamie und Unvermégen der ‘lemperaturregulation 
(Messen der Rectaltemperatur nach Krhéhung und Erniedrigung 
der AuBentemperatur), Nach liingerem Aufenthalt bei Zimmer- 
temperatur zeigten unsere Tiere Rectaltemperaturen von z. B. 24°. 
Selbstverstiindlich sahen wir darauf, daB alle dreiSymptome vorlagen,. 

Die Bestimmung der alkalischen Phosphatase erfolgte unter 
optimalen Bedingungen bei p,, 9,6 und 37° mit ¢-Glycerophosphat 
als Substrat. 

Der durch die operativen Schwierigkeiten bedingte hohe 
Tierverbrauch und die derzeitigen Schwierigkeiten bei der Be- 
schaffung von Tiermaterial zwangen uns zur Beschriinkung in der 
Versuchsanordnung und in der Fragestellung. Wir beschriinkten 
uns daher auf die moéglichst einwandfreie Herausarbeitung einiger 
Tatsachen und iiberlassen andere wiinschenswerte KMrweiterungen 
des experimentellen Materials einer spiiteren Zukunft. 

In ciner ersten Versuchsreihe wurde an 10 normalen Meer- 
schweinchen die physiologische Hihe der Aktivitiit der alkalischen 
Phosphatase bestimmt: 


Tabelle 1 


mg Pg-Gewebe, abgespalten bei py und 37° in 1 Stunde aus 
P-Glycerophosphat. Normale Meerschweinchen 


Tier Nr. Darm Niere 
22 70) 4,28 
2 17,20 4,72 
7,24 
4 15,60 4,04 
5 6,56 2.58 
6 10,02 2,64 
7 10,40 4,23 
S 10,00 7,10 
4 7.36 

10 11,10 
Mittel: 13,11 | 4,97 


Wie die vorstehende Tabelle zeigt, ergibt sich fiir die normale 
Aktivitiit der alkalischen Phosphatase des Meerschweinchendarmes 
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ein Mittelwert von 13,1 mg P/g-Gewebe und fiir die Niere ein 
solcher von 4,97 mg P/g-Gewebe. In beiden Fillen schwanken 
die Kinzelwerte leider ziemlich stark, doch kann man sagen, dab 
alle Darmwerte mit Ausnahme des Tieres 5 (eventuell auch ‘Tier 3, 
doch liegt dieser Darmwert noch innerhalb der methodischen 
Fehlerbreite) zwischen 10 und 22mg P/g-Gewebe liegen. Bei 
der Niere liegen die meisten Werte zwischen 4,0 und 7,36 mg P/g- 
Gewebe, wobei in diesem Fall 2 Werte (Tier 5 und 6) betriichtlich 
tiefer liegen. Diese T'atsachen sind wesentlich fiir die Beurteilung 
des Kintlusses der Adrenalektomie auf die Phosphataseaktivitit 
dieser Organe: 
Tabelle 2 
ng P/g-Gewebe, abgespalten in 1 Stunde bei py, 9,6 und 37° 
aus §-Glycerophosphat 
Nebennierenlose Meersehweinchen 


Tier Nr. Uberlebens- Darin Niere 
dauer 
Tage 3,10 2.55 
2 4 Tage 5,2 4,00 
3 4 Tage 2,97 2,83 
4 7 Tage 7,60 1,2 
6 Tage 3,53 1,04 
4 Tage 8,79 3,64 
Tage 1,07 2,04 
8 3°/, Tage d,37 4,44 
4 Tage 2,30 2,40 
10 4 Tage 8,70 3,30 
Mittel 2,84 


Die Adrenalektomie fiihrt zu einem starken Absinken der 
Phosphataseaktivitiit in beiden Organen, was am deutlichsten in 
den Mittelwerten seinen Ausdruck findet: beim Darm ist er auf 
etwa '/,, bei der Niere auf etwa '/, desjenigen der Normaltiere 
abgesunken. Ks kommt allerdings nicht zu einem volligen Ver- 
schwinden der Phosphatase*), wie wir urspriinglich gehofft hatten, 
und es besteht auch keine direkte Beziehung zwischen Phospha- 
taseaktivitiit und Uberlebensdauer. Doch sind wir der Ansicht, 


*) Es ist sehr interessant, dab auch die Phosphorylierung in der Musku- 
latur von Ratten nach Adrenalektomie nicht véllig versehwindet, sondern 
nur eine sehr starke Verlangsamung erfiihrt. Wiihlt man ausreichend lange 
Versuchszeiten, so kann das Ausmat} der Phosphorylierung auch bei neben- 
nierenlosen ‘Tieren sich stark den normalen Werten niihern; F. Verzar 
und C. Montigel, Helvet. chim. Acta 25, 9 (1942). 
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daB aus unseren Werten ein EKinfluB der Nebenniere auf die 
alkalische Phosphatase sich einwandfrei ergibt, da auch die 
Kinzelwerte der nebennierenlosen Tiere sich mit den Normal- 
werten kaum iiberschneiden. So erreicht keiner der Darmwerte 
den unteren normalen Grenzwert von etwa 10 mg P/g-Gewebe; 
die meisten (7 Werte von 10) liegen betriachtlich darunter. 

Die vorstehenden Versuche wurden ohne Zusatz von Mg- 
ionen ausgefiihrt, da wir uns davon iiberzeugt hatten, daB im 
Gewebebrei unter unseren Versuchsbedingungen die Phosphatase 
praktisch schon voll aktiviert ist und durch Zusatz von Mg-ionen 
nicht mehr nennenswert aktiviert wird. Immerhin haben wir der 
Sicherheit halber auch an einigen Tieren gepriift, ob durch die 
Adrenalektomie nicht etwas an der Mg-Aktivierbarkeit der Phos- 
phatase geiindert wird. Die nachfolgende Tabelle gibt einige Ver- 
suche mit unseren Kontrollen an Normaltieren wieder. 


Tabelle 3 


mg P g-Gewebe, abgespalten in 1 Stunde bei py 9,6 und 37° 
aus §-Glycerophosphat 


Darm Niere 
m200-Mg¢ Aktivierung —  m/200-Mg Aktivierung 
I. Normale Tiere: 
6,03 6.17 + 23°, 4,97 6,33 + 27%, 
9,97 9,55 —4,2°, 6,48 7,69 +18°), 
Il. Nebennierenlose Tiere: 

8,79 10,10 +15", 3,04 4,02 + 10°, 
1,07 5,30 + 30°, 2,18 2,04 6,4"), 


Wie man sieht, wird auch durch die Beriicksichtigung der 
Mg-Aktivierung an dem Ergebnis unserer Versuche nichts Wesent- 
liches geiindert. Nur bei den Darmwerten der nebennierenlosen 
Tiere scheint eine geringe Verstiirkung der Aktivierbarkeit ein- 
zutreten; 1m Gegensatz dazu tritt bei der Niere sogar eine Ab- 
nahme der Aktivierbarkeit ein. Da wir aber mit einer Fehlerbreite 
von etwa + 10°/, rechnen miissen, so kinnen wir diesen Unter- 
schieden keine reelle Bedeutung beimessen. 

Die Ausfallserscheinungen nach Entfernung der Nebennieren 
werden durch Zufuhr von Desoxycorticosteron restlos behoben‘): 


 Vgl. auch F. Verzar, Verh. Schweiz. Physiol, 18. Tagung 
Jan. 1941, S. 48. 
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Wenn also die Abnahme der Phosphatase eine Folge der Neben- 
nierenexstirpation ist, so war zu erwarten, daB sie durch Zufubr 
von Nebennierenrindenhormon wieder aufgehoben wird. In der 
Nebennierenrinde kommen eine grébere Zahl ibnlich gebauter 
Sterine vor, von denen mehrere biologisch wirksam sind. Aus 
diesem Grunde beabsichtigten wir eigentlich diese Kontrollver- 
suche mit dem Gesamtextrakt der Rinde (Cortin oder Eucorton) 
durchzufiihren, doch stand uns nur Desoxycorticosteronacetat zur 
Verfiigung. Nach dem Obengesagten miiBte man aber auch von 
diesem Priiparat eine eindeutige Wirkung auf die Phosphatase- 
aktivitit in Darm und Niere erwarten. In Tab. 4 sind unsere 
Bestimmungen der Phosphataseaktivitiit an nebennierenlosen 
Meerschweinchen zusammengefaft, denen liingere Zeit Desoxy- 
corticosteronacetat gespritzt wurde und die dadurch villig geheilt 
waren: 
Tabelle 4 
mg P/g-Gewebe, abgespalten in 1 Stunde bei py, 9,6 und 37° 
aus §-Glycerophosphat 
Adrenalektomierte Meerschweinchen, 
tiiglich 2,5 mg Desoxycorticosteronacetat i. m. 


Tier Nr. | getétet am Darm Niere 
] 10, Tag 8.08 4,66 
2 10... 5,62 5,35 
4 10,48 3,75 
7,86 6,17 
6 1 ee 5,90 6,49 
7 me 5,26 7,31 
Mittel: 7,56 | 5,49 


Wie man sieht, wird in der Niere das Absinken der Phos- 
phataseaktivitit tatsiichlich durch Zufuhr von Desoxycorticosteron- 
acetat aufgehoben und der Mittelwert liegt sogar etwas héher als 
bei den Normaltieren. Dagegen ist das Ergebnis dieser Behand- 
lung beim Darm weniger befriedigend; wenn auch gegeniiber den 
unbehandelten adrenalektomierten Meerschweinchen eine deut- 
liche Steigerung der Phosphataseaktivitiit eingetreten ist, so werden 
doch die Werte der normalen Tiere bei weitem nicht erreicht. 
Vielleicht bestehen doch kleine Unterschiede zwischen der Wirkung 
des Gesamtextraktes der Nebennierenrinde und eines einzelnen 
Bestandteiles derselben. Kinen Hinweis in dieser Richtung glauben 
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wir in einer neueren Untersuchung von F. Verzar und I. C. So- 
mogyi®) sehen zu dirfen: sie fanden, da® bei den nebennieren- 
losen, mit Desoxycorticosteronacetat behandelten Katzen (die 
vollig geheilt waren) der Anstieg des Plasmakaliums nach Adre- 
nalin erheblich niedriger ausfiel als bei normalen 'Tieren (Zu- 
nahme um 7—10 mg-°/,, statt um 18,7 mg-°/,). Doch kénnen 
natiirlich auch andere Ursachen, wie schlechte Resorption der 
dligen Lisung des Desoxycorticosterons oder zu geringe angewandte 
Mengen dafiir verantwortlich sein. 

Zusammenfassend stellen wir fest, daB die Exstirpation der 
Nebennieren zu einer starken Herabsetzung der Aktivitiit der 
alkalischen Phosphatase im Darm und in der Niere fiihrt, welche 
durch Zufuhr von Desoxycorticosteronacetat teilweise behoben 
wird. Wir sehen in dieser Tatsache einen Beweis dafiir, dab 
die Nebennierenrinde nicht nur auf die Phosphorylierungen, son- 
dern auch auf das dephosphorylierende Enzym einen Kinflub 
ausiibt, wodurch die Méglichkeit eines Zusammenhangs zwischen 
beiden Erscheinungen sehr wahrscheinlich wird. 

Will man aber eine Erkliirung dafiir diskutieren, wie die 
Kinwirkung der Nebennierenrinde auf die Phosphatase zustande 
kommt, so kann man besonders zwei Méglichkeiten in Betracht 
ziehen: 

1. Die Wirkung der Nebennierenrinde kommt indirekt’zu- 
stande, iiber Konzentrationsinderungen irgendeines Metalles; 

2. Eines der Bestandieile der Nebennierenrinde ist die wirk- 
same Gruppe der Phosphatase. 

Wir haben schon experimentell die Méglichkeit ausgeschlossen, 
daB die beschriebenen Anderungen der Phosphataseaktivitiit durch 
Unterschiede im Gehalt an Mg bedingt sein kinnten. Im iibrigen 
tinden wir in der Literatur keine sicheren Angaben iiber eine 
Senkung des Mg-Gehaltes im Blut*) Was die anderen Kationen 
betrifit, so wird in der Literatur nur iiber Abnahme des Na- 
Gehaltes und Zunahme des K-Gehaltes im Blut berichtet. Doch 
iiben diese Metall-Ionen sicherlich keine Wirkung auf die Phos- 
phatase aus. Wir haben andererseits keinen Grund zu der An- 
nahme, daB auch andere Kationen nach Adrenalektomie starke 
Konzentrationsinderungen im Blut oder im Gewebe erfahren. 


") Pfliigers Arch. 245, 398 (1941). 

Nach R. L. Zwemer u. R. C. Sullivan, Endocrinology 18, 161 
(1854) findet nach Adrenalektomie sogar eine Zanahme der Mg-Werte im 
Blut statt, die auf Zufuhr von Rindenextrakt wieder zuriickgeht. 
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In neuester Zeit werden verschiedene Metalle als wirksame 
Gruppe der alkalischen Phosphatase angenommen. Wir be- 
zweifeln nicht, da8 auch andere Metalle auBer Mg auf die Phos- 
phatase aktivierend wirken kiénnen, sehen aber darin noch keinen 
ausreichenden Beweis fiir die Annahme, daB es sich bei diesen 
Metallen um die Wirkgruppe der Phosphatase handelt. Derartige 
Metallaktivierungen kénnen auch unspezitischer Natur sein, was 
dann besonders wahrscheinlich wird, wenn viele Metalle mehr 
oder weniger gleich stark aktivierend wirken oder in iihnlicher 
Weise auch auf andere Enzyme (wie z. B. Peptidasen) wirken. 
Kine derartige unspezifische Aktivierung kann z. B. iiber eine 
Beeinflussung des kolloidalen Zustandes des Triigerproteins oder 
iiber Enthemmungsvorgiinge zustande kommen. Auch kann das 
Metall als Bindeglied zwischen Substrat und Enzym wirken; es 
wire damit natiirlich ein fiir die enzymatische Wirkung wesent- 
licher Bestandteil des Knzyms, ohne seine Wirkgruppe zu sein. 
Im letzteren Fall wiirden allerdings substratbindende und hydroly- 
sierende Gruppe verschieden sein, eine Annahme, die nicht auf 
uniiberwindliche Schwierigkeiten stoBen diirfte. 

Andererseits darf nicht iibersehen werden, daB auch ex- 
perimentelle Befunde vorliegen, die dafiir sprechen, daB die akti- 
vierende Wirkung der Metalle nicht auf Grund einer direkten 
Reaktion derselben mit dem HKnzymmolekiil, sondern indirekt zu- 
stande kommen kann. So wird gerade vom Metall Zink, welches 
neben Mg als das fiir die Aktivitiit der alkalischen Phosphatase ®) 
des Darmes und der Niere wesentliche Metallatom*) angesprochen 
wird, beschrieben, da es seine aktivierende Wirkung auf die 
Darmphosphatase durch die Vermittlung von Aminosiiuren’), 
die zB. bei der Autolyse des Gewebes sich bilden, entfaltet. 
Aminosiiurefrei dialysierte Enzymlisungen von Darm, Niere und 
Knochen werden durch Zn nur noch gehemmt. Dieser Befund 
ist gerade im Zusammenhang mit der Theorie, daB Metallatome, 
insbesondere Zn, die wirksame Gruppe der alkalischen Phosphatase 
sein sollen, sehr bemerkenswert. Eine andere Beobachtung uihn- 
licher Art hat C. Cattaneo u. M.*} beschrieben: danach ist die 


*) Alkalische Phosphatase Il nach Cloetens, Enzymologia 6, 46 (1030) 
u. Naturw. 27, S06 (1939). 
7) R. Cloetens, Biochem. Z. 3808, 387 (941). 
*) E. Hove, A. Elvehjem u. E. B. Hart, J. Biolog. Chem. 154, 425 
(1940), zit. nach Ber. ges. Phys. 125, 201 (1941). 
*) Enzymologia 2, 17 (1937). 
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Mg-Aktivierung der alkalischen Phosphatase stark von der Enzym- 
konzentration sowie von der Dauer der Substrathydrolyse ab- 
hiingig. Mit steigender Fermentkonzentration wird die Aktivie- 
rung immer kleiner und ist bei groBen Fermentmengen fast 
unmeBhar. Andererseits ist sie im Anfangsstadium der Hydro- 
lyse sehr klein und nimmt mit der Zeit stark zu. Diese Er- 
scheinungen werden mit der Annahme erklirt, daB das Mg eine 
Selbstinaktivierung des Enzyms ausschaltet!’). Wir sind der 
Ansicht, daB man auch bei anderen Metallen nachpriifen sollte, 
ob nicht ihnliche GesetzmiiBigkeiten gefunden werden, bevor man 
aus der Tatsache der Aktivierung weitgehende Schiiisse zieht. 

Wir glauben daher, daB man auch der zweiten Erklirungs- 
miglichkeit, niimlich daB einer der Steroide der Nebennieren- 
rinde die wirksame Gruppe der Phosphatase ist, ernstliche Be- 
achtung schenken sollte. Ks ist z. B. interessant, daB alle biologisch 
wirksamen Steroide die Ketolseitenkette —COCH,OH tragen; 
nach W. Langenbeck!!) kann aber gerade diese Gruppe als 
Katalysator der Esterhydrolyse wirken, so daB Stoffe mit dieser 
Gruppe als Esterasemodelle angesehen werden kénnen. Aller- 
dings ist fiir die hormonale Wirksamkeit auch eine @-@-un- 
gesiittigte Ketogruppe in einem der Ringe des Sterinskelettes 
unbedingt notwendig, doch wird die groBe Bedeutung gerade der 
Gruppe —COCH,OH besonders durch die Tatsache deutlich, daB 
Progesteron, welches vom Desoxycorticosteron sich nur durch das 
Fehlen der Oxygruppe in dieser Seitenkette unterscheidet, schon 
keine Nebennierenrindenwirkung mehr zeigt. Wenn diese Ketol- 
kette die Hydrolyse katalysiert, dann kénnte die Ketogruppe im 
ersten Ring z. B. die bindung des Hormons an den KiweiBtriiger 
bewerkstelligen, wodurch ihre Notwendigkeit ohne weiteres ver- 
stiindlich wiire. Auch die ‘Tatsache, daB es mehrere Steroide mit 
Nebennierenrindenwirkung gibt, steht in einer interessanten 
Parallele zu der Erscheinung, da es mehrere voneinander deut- 
lich verschiedene, isodyname Phosphatasen gibt. 

Leider war es uns infolge technischer Schwierigkeiten nicht 
moéglich, den wichtigen Versuch auszufiihren, ob Lésungen unserer 
hochgereinigten Prostataphosphatase in der Lage sind, die Sym- 


") Zu iihnlichen Ergebnissen kommt R. Cloetens, Enzymologia 7, 
333 (1939) beziiglich seiner alkalischen Phosphatase I. 

"') Nord-Weidenhagen, Handbuch der Enzymologie, Leipzig 1940, 
Bd. 1, S. 348. 
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ptome der Adrenalektomie zu beheben. Wir werden dies bald- 
méglichst nachholen. 

AbschlieBend sei noch hervorgehoben, dab wir der Beteiligung 
von Metallen am Aufbau der Phosphatase durchaus nicht jede 
Bedeutung absprechen wollen. Wir haben selbst erst in neuester 
Zeit!*) bei der Phosphatase mit saurem p,,-Optimum die Még- 
lichkeit des Vorkommens eines Metallatoms im Enzymmolekiil in 
Betracht gezogen. Doch halten wir die Metalltheorie der alka- 
lischen Phosphatase fiir nicht so ausreichend begriindet, um in 
diesen Metallen den fiir die enzymatische Wirkung der Phospha- 
tase entscheidenden Bestandteil zu sehen. 


Methodischer Teil 


1. Messung der Phosphataseaktivitat. Es wurden méglichst 
gleich groBe Meerschweinchen im Gewicht von etwa 500—600 ¢ 
verwendet. Nach Tétung des Tieres durch Nackenschlag wurden 
beide Nieren und ein gleich langes Stiick Diimndarm (beginnend 
vom Pylorus) herausgeschnitten und mit einer scharfen Schere 
zu einem feinen Brei verarbeitet. Davon wurden jeweils 2 Por- 
tionen von 0,5—1,0 ¢g in ein Glaschen abgewogen und folgender 
Fermentansatz gemacht: 

A B 
Organbrei Organbrei 


10 cem Glykokollputfer py, 10 Glykokollpuffer py 9,6 
Seem 10°/,iges §-Glycerophosphat 9,6 


15 cem Wasser 10 ecem Wasser, 

Puffer, Substrat und destilliertes Wasser waren auf 37° vor- 
gewarmt worden. 

Beide Ansitze kamen fiir 1 Stunde in ein Wasserbad 
von 37°; die Unterbrechung des Versuches erfolgte durch Zu- 
satz von je 15 ccm 20°) iger Trichloressigsiure. Nach Abfiltrieren 
wurden vom Ansatz A (= priiform. P) 5—10 ccm, vom Ansatz b 
etwa 1—2 ccm zur kolorimetrischen Bestimmung von P nach 
Lohmann und Jendrassik verwendet. Die gefundene P-Menge 
wurde auf 1 g Organbrei umgerechnet; nach Abzug des priaform. P 
vom Werte B bekommt man die fermentative Spaltung des Sub- 
strates. 

Beim Abwagen des Organbreies man mégiichst schnell 
arbeiten, da sonst die Austrocknung sich leicht im Gewicht be- 


") Biochem. Z. 310, 292 (1942). 
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merkbar macht. Doch miissen alle von uns besprochenen Fehler- 
quellen insgesamt nur eine untergeordnete Rolle spielen, da die 
gefundenen Werte fiir priiformierte H,PO, bei den verschieden 
behandelten Tieren in ausgezeichneter Ubereinstimmung stehen, 
wie aus Tab. 5 zu ersehen ist: 


Tabelle 5 


mg P g-Gewebe 


Darm Niere 

1,20 0,89 1,01 0.96 | 084 | 0,95 
1,02 1,40 0,03 0,02 108 1,35 
134 | 1,20 1,09 1,02 102 | 0,88 
007 (1,06 1,33 O,S4 0,63 O85 
118 | 1,27 0,79 095 O85 | 0,70 
1,20 1,31 0,83 0,70 0,93 | 0,78 
1,38 1,30 1,02 093 | O85 | O81 
130 1,47 | 0,87 1,00 | 

0,49 1,30 094  OS2 | 
_1,16 | | 091 | 1165 | —_ 

Mittel: 1,17 1,25 1,00 | 090 | O91 | 0,90 


Unter I sind jeweils die Werte fiir die normalen Tiere, 
unter If fiir die adrenalektomierten und unter III fiir die mit 
Desoxycorticosteron behandelten Meerschweinchen wiedergegeben. 
Die villige Ubereinstimmung der Mittelwerte zeigt, daB alle 
methodischen Fehlerquellen keine Bedeutung haben und dab 
andererseits die priiformierte H,PO, der Gewebe durch die Ent- 
fernung der Nebennieren keine Anderung erleidet. 


2. Exstirpation der Nebennieren. Das Tier wird in Bauchlage 
auf ein Brettchen gespannt, der Riicken rasiert und mit Jod- 
tinktur desinfiziert. Athernarkose. In Hohe der letzten Rippe 
wird durch einen etwa 4cm langen Schnitt, der in ungefiihr 
1,5 cm Abstand parallel zur Wirbelsiiule verliiuft, die Niere frei- 
gelegt. Die Nebenniere wird mit stumpfen Pinzetten allseits 
mobilisiert und mit einer Seidenschlinge gestiehlt. Nach Unter- 
bindung der Vena epirenalis mit einer feinen Seidenligatur wird 
die Nebenniere mit einer scharfen Schere herausgetrennt. Withrend 
links diese Methode sich ohne weiteres ausfiihren lift, besteht 
rechts die Gefahr einer Eritfnung der Vena cava, deren Wand 
mit der rechten Nebenniere verwachsen ist. Selbst bei einiger 
Ubung labt sich manchmal in dem Bestreben, die Nebenniere voll- 
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stiindig herauszunehmen, eine Verletzung der Venenwand, die 
dann immer zur tidlichen Blutung fihrt, nicht vermeiden, In 
dieser Komplikation liegt die einzige Schwierigkeit in der Aus- 
fiihrung der Nebennierenextirpation bei Meerschweinchen. 

Wir fihrten die Herausnahme der Nebenniere sowohl ein- 
zeitig wie auch zweizeitig im Abstand von 4—5 Tagen aus. Auf 
die postoperative Pflege unserer Tiere wurde groBe Sorgfalt ver- 
wendet; gut temperierte Riiume und tiigliche Reinigung der 
Kiitige sind sehr wichtig. Da die gréBere Dauer der Operation 
auch einen gréBeren Atherverbrauch notwendig macht und manche 
Tiere sehr iitherempfindlich zu sein scheinen, waren wir bestrebt, 
den Kingriff auf ein zeitliches MindestmaB herabzusetzen. Er- 
forderte die Herausnahme der rechten Nebenniere, mit der wir 
wegen der obengenannten Griinde stets begannen, mehr als 
20 Minuten, so fiihrten wir die Operation zweizeitig aus. 


a 
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Die Inaktivierung der Fumarase durch Metall-Ionen 
Von 
K. Laki 
Mit 2 Figuren im Text 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Szeged) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mirz 1942) 


Die bisher in reinem Zustande hergestellten Enzyme, be- 

| sonders diejenigen, die sich an Oxydationsprozessen beteiligen. 
sind, wie bekannt, in salzfreien Medien gegeniiber Metall-lonen 
sehremptindlich. Bereits sehr geringe Konzentrationen von Metallen 
kénnen sie schon inaktivieren, so daB bei ihrer Priiparierung be- 
sonders Sorge getragen werden muB, sie vor solchen zu schiitzen’). 
Auch die aus Rinderherz hergestellte Fumarase ist gegeniiber 
Metall-Ionen in hohem Mabe emptindlich. Cu-, Fe-, Hg- und Ag- 
Ionen inaktivieren das Enzym bereits in minimalen honzen- 
trationen. Das Enzym fallt hierbei in Form eines Koagulates 
; aus der Lisung. 
- Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, mit Hilfe der von mir 
triiher hergestellten*), krystallisierten Fumarase einen Einblick in 
den Mechanismus dieser Metall-Inaktivierung zu gewinnen. Zu- 
niichst untersuchte ich die Kinetik der metallfreien Wiirme-In- 
aktivierung, dann studierte ich die Metall-Inaktivierung bei ver- 
schiedenen Temperaturen. 

Diese Versuche wurden durch deux Umstand erméglicht, dab 
sich die Wirkung der zugesetzten Metalle durch Phosphat aut- 
heben laiBt. Durch Phosphatzusatz kann also die Metallwirkung 
abgebrochen werden, was kinetische Studien erméglicht. 

Bestimmung der Enzymaktivitat. Als Fumarasepriiparat diente 
eine Suspension krystallinischer Fumarase (in 0,5 gesiittigter 
Ammonsulfatlésung), die pro ml 2 mg Enzym bzw. Protein ent- 
hielt. Diese Lésung wurde mit destilliertem Wasser derart ver- 
diinnt, daB sie nun pro ml 2507 Protein enthielt. 

1 ml dieser Lisung wurde in ein Reagenzrohr pipettiert, das 
5 Minuten im Wasserbade von 40° stand und 1,5 ml m/5 p,, 6,6 
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Phosphatpuffer, 1 ml m 10-Na-Fumarat und 0,5 ml Wasser ent- 
hielt. Nach 5 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 
ml 20°/,iger Trichloressigsiiurelésung unterbrochen. In 1 ml 
der enteiweiBten Loésung wurde dann durch Titrierung mit 
Permanganat*) das Fumarat, und hierdurch die Enzymaktivitit 
bestimmt. 

Durch Verwendung verschiedener Enzymmengen wurde eine 
empirische Kurve hergestellt (Abszisse: Enzymmenge, Ordinate: 
Fumarat), mit Hilte derer die Enzymmenge in den Reaktions- 
mischungen der verschiedenen Versuche auf einfache Weise be- 
stimmt werden konnte. 

Die Warme-Inaktivierung. Je 10 ml aus GlasgefiiBen zweimal 
undestilliertes Wasser wurde in Reagenzréhren in ein Wasser- 
bad von bzw. 60° gesetzt (+ 0,2"). 
Nach ‘Temperaturausgleich wurde in 
einem Vol. von 0,5 ml so viel krystalli- 
uische Fumarase zugegeben, dab die 
Lésung 250 y pro ml enthielt. Nun 
wurde in verschiedenen Zeitabschuitten 
je 1 ml entnommen und die Enzym- 1.6 
aktivitit bzw. die noch anwesende 
Enzymmenge bestimmt. Das Ergebnis 2, 
eines bei 50° durchgetiihrten Ver- s, 
suches ist in Fig. 1 dargestellt. Ordi- a 
nata: log der Menge des Enzyms he | a 


in Prozenten der zugesetzten Menge, 1,1 t 
Abszisse: Zeit in Minuten. Der Ver- 
such ergibt eine Gerade, die beweist, 09 i | 
dab diese Reaktion — die Wiirmedena- 
turierung der Fumarase, wie die 60 
Wiirmedenaturierung des Proteins im Fic? 
allgemeinen — eine monomolekulare 
Reaktion darstellt. Die aus solchen Versuchsserien fiir 50° be- 
rechnete Reaktionskonstante ist 7,59-10~% Bei 60° ist die 
Inaktivierung so geschwind, dai hier zur Bestimmung der Kon- 
stante nur je ein Wert zur Verfiigung stand, aus dem sich die 
Konstante fiir diese Temperatur als k = 173-107* ergab. 

Die Inaktivierung der Fumarase durch Metall-Ionen. Wie ein- 
gangs erwiihnt, wurden je 10 ml, pro ml 250 y, Enzym ent- 
haltende Liésungen in Reagenzréhren ins Wasserbad von 30° 
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bzw. 40° eingesetzt. Nach 6—S Minuten wurde dann die 250 7 
entsprechende Enzymaktivitit bestimmt. Dann wurde in 0,1 bis 
0.5 ml die entsprechende Menge der betreffenden wiBrigen Me- 
tallésung zugesetzt, in passenden Zeitpunkten je 1 ml entnommen 
und die Enzymmenge in der beschriebenen Weise bestimmt. 

In der Fig. 2 ist das Ergebnis zweier solcher mit 5 7 Cu 
(CuSO, ausgefiihrten Versuche dargestellt. Die Gerade zeigt, dab 
die Denaturierung dem monomolekularen Typus folgt, sowohl 
bei 30° wie bei 40°. Dasselbe ist der Fall auch bei HgCl,. 


1,9 


1,8 | — 


0,9 . 
0 20 40 60 80 
Zeit in Min 

Fig. 2 


In der Tabelle sind die Ergebnisse dieser Versuche wicder- 
gegeben. In der Kolonne 1 findet man die auf 2507 Protein 
vorhandene Menge Metall. In der Kolonne 2 und 3 sind die Reak- 
tionskonstanten angegeben. Diese Konstanten konnten aus den 
linearen Ergebnisreihen mit Hilfe folgender Formel berechnet 
werden. 2.303, 
t a=—27 

a bedeutet die Knzymkonzentration im Zeitpunkt 0 (100°/,. 
bedeutet die zum Zeitpunkt noch anwesende Enzymmenge 
in Prozenten, ky; ist die unimolekulare Reaktionskonstante der 
Inaktivierung. 

Um auszuschlieBen, daB die Wirkung der Hg-lonen in einer 
durch dieses Metall katalysierten Autoxydation besteht, wurde 
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der Versuch mit 842 yHg auch anaerob durchgefiihrt. Die 
Enzymlisung wurde dabei in ein Thunberg-Rohr eingefiihrt, das 
Rohr evakuiert, dann mit durch alkalisches Pyrogallel gewaschenem 
Stickstoff gefiillt. Die Metallsalzlésung wurde nach Entfernung 
des Sauerstoffs aus dem Seitenrohr zugesetzt. Das Rohr wurde 
in ein Wasserbad von 40° versenkt. Parallel wurde derselbe 
Versuch auch in einem offenen Reagenzrohr angesetzt. Nach 
30 Minuten, nachdem etwa 75°/, des Enzyms inaktiviert sein 
mubten, wurde die Aktivitiit bestimmt. Beide Versuche ergaben 
den gleichen Inaktivierungsgrad, als Zeichen dafiir, daB Sauer- 
stoff nichts mit der Reaktion zu tun hat. 


Die Menge von K K Aktivierungs- 
Metall-lonen 40° 30° energie 
0,63 7 3,45 1074 0,46 1074 37,100 cal 
Cu | 4,60 0,69 35,600 
8,80 1,84 29,500 
Se 16,10 3,24 30,000 
2,06 0,76 107% 0,13 107* 33,400 cal 
He 8,28 2,07 21,7 
23,00 6,90 26,500 
Ohne Metall- 
ionen 60° 


| 59-10-* 70,000 cal 


FeCl, und AgNO, inaktivieren nach einen anderen ‘Typus 
als den monomolekularen. 

Die untersuchten Metalle lassen sich also in zwei Gruppen 
teilen. Fe und Ag folgen einem noch nicht niher bestimmten 
Typus. Cu und Hg folgen dem monomolekularen Typus ebenso 
wie die metallfreie Wiirmeinaktivierung des Enzyms. 


Die Aktivierungsenergie der Denaturierung 


In der dritten Kolonne der Tabelle sind die Aktivierungs- 
energien angegeben, die aus folgender Gleichung berechnet 


wurden: 
2,303 (log,, k, — log,,, k,) = 


wo k, und k, die Konstanten der monomolekularen Reaktionen 
bei T, und T, bedeuten. FL ist die Gas-Konstante, E die Akti- 
vierungsenergie. Wie ersichtlich, liegt die Aktivierungsenergie 
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der Warme-Inaktivierung der Fumarase bei derselben Grobe, bei 
der meistens die Aktivierungsenergie der Proteindenaturierung 
gefunden wird‘. Dies weist auch darauf hin, dab die Warme- 


Inaktivierung der Fumarase nichts anders als eine Protein-. 


denaturierung ist. Bei Anwesenheit von Metall-Ionen ist die 
Aktivierungsenergie wesentlich geringer, die Denaturierung geht 
also bereits bei wesentlich niedrigeren Temperaturen vor sich. 
Die Angaben sind hier auf 3—4000 kal genau. 


Diskussion 

Die Wirkung der Fe- und Ag-lonen labt sich wahrschein- 
lich so deuten, daB diese Ionen sich leicht reduzieren lassen, 
also das Enzym an einer besonders empfindlichen Stelle 
(SH-Gruppen) oxydieren. Die Wirkung von Cu und Hg 
sich aber nicht in so einfacher Weise deuten. Auch die anaerob 
durchgefiihrten Versuche sprechen hierfiir. In Gegenwart dieser 
lonen folgt die Inaktivierung demselben monomolekularen Typus, 
wie die metallfreie Wirme-Inaktivierung oder die Wirmedena- 
turierung der Proteine im allgemeinen. Zwischen Wirme- und 
Metalldenaturierung besteht nur der Unterschied, daB in Gegen- 
wart der Metall-Ionen die Aktivierungsenergie wesentlich erniedrigt 
ist, die Warme-Inaktivierung also in Gegenwart dieser Ionen be- 
reits bei niedrigerer Temperatur vor sich gehen kann. Es abt 
sich also sagen, dab die Metall-Inaktivierung auch nur eine Wirme- 
Denaturierung ist, und dab die Metalle diese Reaktion dadurch 
katalysieren, dab sie die Aktivierungsenergie erniedrigen. 


Ich bin Herrn Prof. A. Szent-Gyérgyi fiir sein reges 
Interesse zum Danke verbunden. 
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Uber die Ganglioside und Cerebroside der Rindermilz 
Von 
FE. Klenk und F. Rennkamp 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Koln) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Februar 1942) 


Schon kurze Zeit, nachdem durch H. Lieb*) das bei der 
Gaucherkrankheit in der Milz und anderen Organen stark an- 
gereicherte Cerebrosid (Kerasin) isoliert worden war. ist es 
E. Walz*), der in Tierfelders Laboratorium arbeitete, gelungen. 
nachzuweisen, dab ein Cerebrosid von denselben Eigenschaften, in 
allerdings nur sehr kleinen Mengen, auch in der normalen Milz 
(Rind) vorkommt. Walz hat bei dieser Gelegenheit noch iiber 
eine eigenartige andere Lipoidfraktion berichtet. Sie gab einige 
der Reaktionen, welche fiir die vor kurzem”*) isolierten Ganglioside 
charakteristisch sind. 

Da, in Bestiitigung von friiheren Befunden von Aghion’), 
sowohl durch N. Halliday, H.J. Deuel, L. J. Tragerman und 
W. E. Ward) wie auch durch eigene Beobachtungen*) einwand- 
frei bewiesen worden ist, dafi zum mindesten in vielen Fiillen das 
kerasiniihnliche Cerebrosid der Gauchermilz zum Unterschied von 
den Gehirncerebrosiden ein Cerebro-glucosid ist, so sahen wir uns 
vor die Aufgabe gestellt. auch die Natur des Zuckers in den 
zuckerhaltigen Lipoiden der normalen Milz genauer aufzukliren. 
In diesem Zusammenhang wurde dann der Versuch gemacht. 
dieses Lipoidgemisch von offenbar recht komplexer Art miéglichst 
weitgehend in die Komponenten zu zerlegen. Wir geben die 
bereits vorliegenden Ergebnisse, die noch in mancher Hinsicht der 

') Diese Z. 140, 305 (1924); 170, GO (1927): H. Lieb u. M. Mladenovic, 
Diese Z. 181, 208 (1929). 

*) Diese Z. 166, 210 (192%). 

5) Diese Z. 273, 76 (1942). 

*) Thése de Paris 1934. ..La maladie de Gaucher dans lenfance*. 


5) J. of Biol. Chem. 132, 171 (1940). 
°) Diese Z. 267, 128 (1940); 272, 280 (1942). 
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Ergiinzung bediirfen, schon jetzt bekannt, da die Untersuchung 
infolge der Wiedereinberufung des einen von uns (f. Rennkamp) 
zum Heeresdienst vorzeitig abgebrochen werden mubBte. 

Aus dem urspriinglichen zuckerhaltigen Lipoidgemisch wurden 
nach der villigen Entfernung der phosphorhaltigen Verunreinigungen 
drei verschiedenartige Lipoidfraktionen gewonnen: 

1. Eine Cerebrosidfraktion mit einem Zuckergehalt von 21,6°/, 
und den Eigenschaften der gewohnlichen Cerebroside (molekulares 
Verhaltnis von Fettsiure:Sphingosin: Hexose = 1:1: 1). 

2. Eine Cerebrosidfraktion mit einem Zuckergehalt von 37,29). 
welche sich yon den gewéhnlichen Cerebrosiden dadurch unter- 
scheidet, daB an Stelle des einen zwei Hexosemolekiile vorhanden 
sind (molekulares Verhiltnis von Fettsiiure : Sphingosin: Hexose = 
1:1:2). 

3. Eine Gangliosidtraktion mit einem Zuckergehalt von 39,4°/, 
(molekulares Verhiltnis von Fettsiure : Sphingosin : Hexose : Neur- 
aminsiure = 1:1:5:1) 

Die Cerebrosidfrakiion 1. ist auffallenderweise nicht identisch 
mit dem Milzkerasin vou Walz. Sie unterscheidet sich von ihm 
vor allem durch die duberst geringe Linksdrehung ([¢|’”” = —0,89° 
an Stelle von —9,12°), die noch geringer ist als die des Gehirn- 
kerasins ([¢],, = —2,50 bis —3,78°%)). Auch zeigt sie nicht die 
fiir das reine Kerasin charakteristische Art der Abscheidung aus 
Methylalkohol in radiiir angeordneten feinen Niidelchen. Woraut 
dieses abweichende Verhalten unseres Priiparats zuriickzufiihren 
ist, muB dahingestellt bleiben. Walz hat zur Abtrennung der 
letzten phosphorhaltigen Verunreinigungen die ziemlich gewaltsame 
Barytmethode beniitzt. Es wiire méglich, daB das Kerasin hierbei 
erst sekundir aus einer noch unbekanuten Vorstufe in Freiheit 
sesetzt wurde. Im iibrigen steht die genauere Untersuchung 
unserer Substanz noch aus. 

In der Cerebrosidfraktion 2. handelt es sich offensichtlich um 
eine neue, bisher unbekannte Art von Cerebrosiden, die ihrer 
Natur nach eine Mittelstellung einnehmen zwischen den einfachen 
Cerebrosiden und den Gangliosiden. Man kann sie sich aus den 
einfachen Cerebrosiden entstanden denken durch Anlagerung eines 
zweiten Hexosemolekiils oder aus den Gangliosiden durch Ab- 
spaltung der Neuraminsiiure und eines der drei Hexosemolekiile. 


) Vgl. Hl. Thierfelder u. E. Klenk, Die Chemie der Cerebroside 
und Phosphatide. J. Springer, Berlin 1930, S, 23. 
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Das isolierte Gangliosidpriiparat 3. zeigt die elementare Zu- 
sammensetzung eines Lignoceryl-gangliosids von der Formel 
C,,H,)N,0,,, dessen Aufbau sich aus folgender Gleichung ergibt: 


+ + + — + 5H,0 
Lignocerin- Sphingosin Hexose Neuramin- Gangliosid 
siiure siiure 

Die Spaltung fiihrt allerdings nicht zu reiner Lignocerinsiure, 
sondern zu einem unreinen Produkt, das seinen Eigenschaften nach 
iibereinstimmt mit dem seinerzeit®) aus den Cerebro-glucosiden der 
Gauchermilz gewonnenen Fettsiiuregemisch. Dieses bestand vor- 
wiegend aus Behensiiure C,,H,,O, und Lignocerinsiiure, was auch 
fiir “den vorliegenden Fall zutrefien diirfte. Dasselbe Fettsiure- 
gemisch wurde im iibrigen auch aus der Cerebrosidfraktion 2. 
erhalten. Demnach wiire unser Gangliosidpriiparat als ein Gemisch 
von im wesentlichen Lignoceryl- und Behenyl-gangliosiden an- 
zusprechen, was mit siimtlichen vorliegenden analytischen Daten 
in bester {bereinstimmung steht. Im besonderen zeigt das Priiparat 
auch den richtigen N-Wert, der bei allen bis jetzt aus dem Gehirn 
dargesteliten Gangliosidpriiparat: nu etwas héher war. als die Theorie 
fordert. 

Was die Natur des Zuckers betrifft, so ist sowohl in dem 
Gangliosid- wie in den beiden Cerebrosidpriiparaten neben Galaktose 
bemerkenswerterweise auch Glucose festgestellt worden, und zwar 
sind die beiden Hexosen in allen drei Substanzen in dem un- 
gefiihren Verhiiltnis Galaktose: Glucose = 3:2 vorhanden, 

Wenn auch die genauere Untersuchung der Cerebrosidfraktion 1. 
noch aussteht, so mul} doch als bewiesen gelten, daB sie auBer 
Cerebro-galaktosiden auch betriichtliche Mengen Cerebro-glucoside 
enthilt. Wir méchten annehmen, daB dies auch fiir das Milz- 
kerasin von Walz zutrifit, wo entsprechend dem damaligen Stand 
der Kenntnisse nach der Identifizierung der Galaktose als Methyl- 
phenylhydrazon nicht auch noch auf die Anwesenheit von Glucose 
gepriift worden ist. In diesem Sinne spricht die hohe Drehung des 
Walzschen Produkts, die, wie die obigen Zahlen zeigen, iiber 
doppelt so hoch ist wie die des Gehirnkerasins und anniihernd 
iibereinstimmt mit derjenigen der Cerebro-glucoside der Gaucher- 
milz ([¢],, = —10,46 bis —10,66°). 

Wie bereits erwiihnt, stehen sich unsere, aus der Milz ge- 
wonnenen, drei verschiedenartigen zuckerhaltigen Lipoide in ihrem 
chemischen Aufbau oflensichtlich sehr nahe. Die Tatsache, dab 
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neben den Gangliosiden sich Cerebroside vortinden, die im Molekiil 
mehrere Zuckerreste enthalten, stiitzt die Auffassung iiber die 
cerebrosidahnliche Konstitution der Ganglioside. Dies gilt um 
so mehr, als die verinderlichen Spaltstiicke wie Fettsiuren und 
Hexosen in beiden Produkten ihrer Natur nach identisch sind. 
Von untergeordneter Bedeutung ist in dieser Hinsicht die noch 
ungeklirte Frage, ob die neuartigen Cerebroside als eigentliche 
Stofiwechselprodukte anzusehen, oder ob sie erst sekundir im 
Laufe der Aufarbeitung aus den Gangliosiden entstanden sind. 

Obgleich annahernd 50 kg tindermilz aufgearbeitet wurden. 
sind von den gereinigten Produkten ‘nur jeweils etwa 0,5—2 ¢ 
Substauz erhalten worden. Die tatsachlich in der Milz vorhandenen 
Mengen sind allerdings wesentlich gréBer. da die Isolierung nur 
unter groBen Verlusten moglich ist. In erhéhtem Mabe tnitit dies 
fiir die Ganglioside zu, die wohl den Hauptteil der zuckerhaltigen 
Lipoide der Milz ausmachen. Obgleich der Gangliosidgehalt der 
Milz etwas niedriger sein diirfte als der des Gehirns, ist er doch 
viel zu hoch, um der Vorstellung Raum zu gewihren, daB die 
Substanzen in ihrem Vorkommen anf das hauptsiichlich aus mark- 
losen Fasern bestehende Nervengeflecht der Milz beschriinkt sind”. 
Diese Annahme wire auch nur schlecht vereinbar mit dem weiteren 
Befund. nach welchem die Milzganglioside mit denen des Nerven- 
gewebes keineswegs identisch sind. Wihrend die einen als Fett- 
siurekomponenten Lignocerinsiiure und niedrigere Homologen 
(unter anderem wahrscheinlich Behensiure) enthalten, bestehen die 
Fettsiuren der Gehirnganglioside vorwiegend aus Stearinsiiure mit 
nur geringen Mengen der héheren Homologen. Auch der Glucose- 
und (salaktosegehalt der beiden Priiparate ist sehr verschieden. 

Fiir das genauere Verstandnis des Wesens der Stoffwechsel- 
stérung. welche der Gaucherkrankheit zudrunde liegt, wire es von 
einiger Bedeutung zu wissen, ob iihnliches auch fiir die einfachen 


*) Anf Grund einer Neuraminsiiurebestimmung im rohen Lipoidgemisch 
kann der Gangliosidgehalt der Milz auf 0,02—0,03°/, des frischen Organs 
geschiitzt werden. Im Zentralnervensystem kommen die Ganglioside nur in 
der grauen Substanz vor, in der weiBen Substanz sind sie in nachweisbaren 
Mengen nicht vorhanden. Der Gangliosidgehalt der grauen Substanz betriigt 
etwa 0,1°,, 0,02°,, Neuraminsiiure nach E. Klenk u. H. Langerbeins’). 
Uber den Gangliosidgehalt der marklosen Nerven ist noch nichts bekannt. 
Er diirfte aber wohl kaum groLer sein als in der grauen Substanz des 
Zentralnervensystems. 

*) Diese Z. 270, 185 (1941). 
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Cerebroside der Milz Giiltigkeit hat und ob etwa die Cerebro- 
galaktoside und Cerebro-glucoside aus verschiedenen Zellarten 
stammen, welche bei ihrer Umwandlung in Gaucherzellen die fiir 
sie charakteristische Cerebrosidart anreichern. 


Darstellung des Ausgangsmaterials 

48,5 kg frische, durch eine Fleischhackmaschine getriebene 
Rindermilzen*) wurden mit Aceton entwassert und nacheinander 
mit Aceton, Ather und Methylalkohol—Tetrachlorkohlenstoff**) 
(3:1 V.T.) in der fiir die Darstellung der Gehirnlipoide tiblichen 
Weise [vgl. E. Klenk und F. Rennkamp%] extrahiert. Die 
zuckerhaltigen Lipoice fanden sich hierbei gréBtenteils in den 
Abscheidungen, die beim Abkiihlen des eingeengten Methylalkohol— 
Tetrachlorkohlenstotiextrakts auf 0° auftraten (,.Cerebrosidfraktion 
und II“). Die aus dem Filtrat dieser Abscheidungen gewonnene 
Phosphatidfraktion* zeigte nur einen geringen Zuckergehalt und 
war noch mit EiweiSspaltprodukten stark verunreinigt. Versuche, 
daraus die zuckerhaltigen Lipoide zu isolieren, blieben erfolglos. 
Zur weiteren Untersuchung kamen deshalb nur die oben erwihnten 
zuckerreichen Abscheidungen, die zunichst dem schon oft be- 
wahrten Reinigungsverfahren durch Fiallung mit Cadmiumacetat?) 
aus methylalkoholischer Lisung unterworfen wurden. Die zucker- 
haltigen Anteile des Lipoidgemischs blieben hierbei in Lésung. Der 
Hauptteil derselben (A: 23,4 g) fiel nach der Entfernung des iiber- 
schiissigen Cadmiums mit Schwefelwasserstoff aus dem im Vakuum 
eingeengten Filtrat beim Abkiihlen auf 0° aus. 


10,20 mg: 1,554 ecm n 100-HC] Mikrokjeldah] nach Pregl). 2,51 mg: 
im 10cem-Mebkiélbchen D = 5,5 (Leerwert D = 95), entsprechend 0,02092 mg P 


‘ygl. E. Klenk). 2,55 (2,04) mg: 4,18 (3,15) eem n 200-KJO,, entsprechend 
0,589 (0,445) mg Galaktose ‘vgl. E. Klenk® S. 142 Anm.***), 


Gef. N 2,13°,; P0,83°,: Zucker (ber. als Galaktose;)) 23.1 (21,8)°, 


Leicht pulverisierbare, kaum gefirbte Substanz, welche eine 
stark positive Orcinreaktion auf Neuraminséure gibt. Sie stimmt 

*, Fiir die Uberlassung des Materials sind wir Herrn Obertierarzt 
Dr. Klefisch vom Stidtischen Schlachthof Kéln zu Dank verpflichtet. 

**) An Stelle des teuereren Chloroforms. 

“~) Da die Substanzen auber Galaktose noch Glucose enthalten und 
da Glucose stirker reduziert als Galaktose, sind die Werte etwas zu hoch. 
Andererseits gibt die Methode mit reinen Cerebro-glucosiden oder Cerebro- 
galaktosiden etwas zu niedrige Werte. 

*) Diese Z. 267, 145 (1940). 
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ihrem Verhalten und ihrer Zusammensetzung nach iiberein mit 
der Substanz von Walz mit den .von den Cerebrosiden ab- 
weichenden Eigenschaften“ (0,94°,, P; 22,4°/, Zucker). Zwei Proben, 
die in zwei verschiedenen Ansitzen dargestellt worden waren, 
enthielten 9,8 bzw. 15,3°/, Neuraminsiiure (0.570 bzw. 0,313 mg: 
E = 0,886 baw. 0.854, entsprechend 56 bzw. 487 Neuraminsaure’. 

Aus der methylalkoholischen Mutterlauge wurden nach wei- 
terem Einengen noch 9,6 g Substanz mit einem Zuckergehalt 
von 8,7 (9,0)°/, [2,07 (1,66) mg: 1,26 (1,05)ccm n/200-KJO,, ent- 
sprechend 0,179 (0,150) mg Galaktose] mit Aceton gefillt. Nach 
Abtrennung von 5,58 g Phosphatid durch Umkrystallisieren aus 
200ccm Pyridin wurden aus der Pyridinlésung unter Zwischen- 
schaltung einer Adsorption an Alumininmoxyd (Merck, standardi- 
siert nach Brockmann) noth 1,17 g zuckerhaltiges Lipoid (5) 
erhalten. 

0,48 mg: im 10 cem-Mefkélbchen D = 43 (Leerwert D = 87), entspre- 
chend 0,0052 mg P. 2,13 (1,70) mg: 2,72 (2,15) cem n 200-KJQ,, entsprechend 
0,392 (0,308) ng Galaktose. 

Gef. P 1,08°/,; Zucker (ber. als Galaktose) 18,4 (18,1)°,. 

Eine erste annahernde Trennung in Cerebroside und Ganglio- 
side lieB sich durch wiederholtes Auskochen mit dem 100 fachen 
Volumen 95°/,igem Aceton erreichen, wobei sich die Cerebroside 
leichter lésen als die Ganglioside. Die Auskochung wurde in 
2 Anteilen von 5,40 und 17,8g vorgenommen. Die siedend heiBe 
Lésung filtrierte man im HeiBwassertrichter durch dasselbe Falten- 
tilter. Aus den Filtraten schieden sich die Cerebrosidfraktionen (C) 
beim Abkihlen auf 0° praktisch quantitativ aus. Nach der 5. Aus- 
kochung wurden die Riickstiinde aus beiden Anteilen vereinigt 
und die Auskochung noch ein 6. Mal wiederholt (Cerebrosid- 
fraktion C,, + C,,). Die Tabelle gibt einen Uberblick iiber das 
Ergebnis. 


Cerebrosid- Kochdauer Menge Neuramin- 
fraktionen in Stunden g fo siiure 
0,71 2,1 0,5 1,3 30 
37, 0,39 080 | — 1,3 4,4 6,7 
C..; 0,23 1,24 5,7 
Cu 5 0,18 
i. 3 0,28 
Cig + Cog 3 2 | 2,86%) 
Gangliosidfraktion 12.0 0.64 stark positive 
(Riickstand) G Reaktion 


*) Gesamtmenge von C,,, C,, u. Cy, + Cy. 


| 
| 


Uber die Ganglioside und Cerebroside der Rindermilz 259 


C,, 1,04 mg: im 10cem-Mebkélbchen D = 45 (Leerwert D = 95), ent- 
sprechend 0,0055 mg P; 1,94 mg: E = 0,96, entsprechend 58 y Neuramin- 
siiure. — C,, 1,51 mg: im 10 eem-Mebkélbchen D = 6 (Leerwert D = 86), 
entsprechend 0,0196 mg P; 1,71 mg: E = 0,92, entsprechend 53 y Neuramin- 
siiure. — C,, 1,24 mg: E = 0,92, entsprechend 55 y Neuraminsiare. — C,, 
0,81 mg: im 10 eem-Mebkélbchen D = 21 (Leerwert D = 86), entsprechend 
0,0104 mg P; 0,43 mg: E = 0.54, entsprechend 297 Neuraminsiure. — 
C,, 0,74mg: E = 0,80, entsprechend 42 7 Neuraminsiiure. — G (vgl. unten). 


Die Ganglioside 
Als Ausgangsmaterial fiir ihre Darstellung diente der in 
Aceton unlésliche Riickstand G. 
9,922 mg: 1,777 eem n,100-HCl; 0,738 mg: im 10 cem-Mebkélbchen 
D = 53 (Leerwert D = 100), entsprechend 0,0047 mg P; 1,785 mg: 3,06 ecm 
n 200-KJO,, entsprechend 0,435 mg Galaktose. 
Gef. N 2,51°/,; P 0,64°,; Zucker (ber. als Galaktose) 24,4°/,. 


Die Substanz list sich in Wasser klar auf. Konzentriertere 
Lésungen sind zihflissig und haben schleimige Beschaffenheit. 
Die weitere Reinigung erfolgte im engen Anschluf an das fiir 
die Isolierung der Gehirnganglioside ausgearbeitete Verfahren *). 
Aus der iiber das Bleisalz gereinigten und nun rein weiBen 
Substanz wurde der letzte Rest der Phosphatide mit Hilfe der 
Adsorptionsmethode an Aluminiumoxyd aus Pyridinlésung ab- 
getrennt. Menge des aus Pyridin auskrystallisierten Sphingo- 
myelins 0,74 g. Menge der phosphatidfreien Gangliosidfraktion G, 
6,62 g. 

2,365 mg: im 10ccm-Mefkélbchen D = 88 (Leerwert D = 95) entspre- 
chend 0,00056 mg P. Gef. P 0,02%,. 

G, wurde nun aus dem 10fachen Volumen Eisessig um- 
krystallisiert, wobei der Hauptteil (G,,:5,18 g) ausfiel, und nur 
der kleinere Teil in Lésung blieb. Aus dem im Vakuum bei 
einer Badtemperatur von 45° eingeengten Filtrat wurde durch 
Aceton die Fraktion G,, (0,69 g) und aus dem wieder stark ein- 
geengten Filtrat davon dann schlieBlich die Fraktion G,, (0,74 g) 
gefallt. 

G,,. 1,290 mg: 2,97 ¢em n/200-KJO,, entsprechend 0,424 mg Galaktose; 
0,342 mg: E = 0,82, entsprechend 46 y Neuraminsiure. 

Gef. Zucker (ber. als Galaktose) 32,9°/,; Neuraminsiure 13,8°),. 

G,,. 5,920 mg: n/100-HCl; 3,223 mg: im 10ccm-MeBkélbchen 
D = 82 (Leerwert D = 92), entsprechend 0,00079 mg P; 1,613 mg: 4,09 cem 
n 200-KJO,, entsprechend 0,575 mg Galaktose; 0,185 (0,093) mg: E = 0,64 
(0,33), entsprechend 35 (18) y Neuraminsiiure. 
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N 2.46°,.: P0,02%,: Zucker (ber. als Galaktose) 35.7°,: Neur- 


= 
emimsaure 15,0 yo 


G,,. 0.192 0,192 0,342) mg: E = 0,41 (0,41,0,72). emtaprechend 22 22 
Nevuran 


Gef. Neuraminsiure 11,5 (11,5/11,7)°/, 


Aus den Analysenwerten von G,, geht hervor. daf hier ein 
ich reines Gangliosidpraparat vorgelegen hat. cas nach 


aie en und seiner Zusammensetzung mit der we! 
lerten und genauer durchuntersuchten Fraxtion weit- 


gehend ihereinstimmte. Die Fraktion G,, war ofenbar immer 
och mit Cerebrosiden stark verunreinigt. Versache. lurch Um- 


oT 


krvstallisieren aus ¢ eine Tren- 


nung iu Leuraminsdurereichere und rake 
tlonen zu erzielen, blieben ergebnislos. Die so erbaltenen 


Substanzen wurden deshalb wieder vereinigt und zusammen iit 
der Fraktion G,, in einem Soxhletapparat insgesamt § Stunden 
wiecer mit 95° ,igem Aceton heiB extrahiert. Durch <inen in 
jer angebrachten, den hihler hindurchze*ibrten 


elektrisch betriebenen Rihrer wurde das Zusammezbacken der 
corhir Ag aut W thir Ss wiT "hee 
muZ vergincer una aur alese eiseé fur eine iz ksa me. 


rleichmaBige traktion Sorge getragen. Nach 4 Stunden wech- 
selte man das Aceton und erhielt so die zwei. aus dem Aceton- 
extrakt beim Abkihlen auf 0° ausgefallenen Fraktionen G.. 1.3lg 
¢ {3 95 ° ten R okstan 1 
und sowie Gen uDgeiosten uCKSianad U., 
G 770 mg: E = 0.89, entsprechend 51 y Neuraminsiar 
- g: E=0.74, entsprechend 417 Neuraminsaéur G 192 mg: 
E = (0.54. entaprechend 2+ 7 Neuraminsdar 
ty t+ 
Neuraminsiure zef tit 15,1 
Nachdem dige Fortsetzung der Extraktion 
weitere 0.22 g acetonlisliche Substanz abgetrennt worden war 


nahm man Jen Hilsenriickstand G,:3.3 g) in dem 30 fache 
unter gelindem Eres armen auf und saugte den 
ihlen auf Zimmertemperatur aufgetretenen Niederschlag 
ab. Aus dem im Vakuum vorsichtig Badtemperatur 
nicht ona 45°) eingeengten Filtrat wurde schlieBlich das reine 
Gangliosid mit Aceton gefillt. Man krystallisierte es noch aus 
Alkohol um, und zwar in der Weise, daB man es in 200 ccm 
Alkohol—Chloroform (2:1 V.T.) liste und soweit im Vakuum wieder 
einengte, bis das Chloroform nahezu vollstindig entfernt war. 
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Beim Abkiihlen auf 0° krystallisierte die Substanz fast vollstindig 
aus. Ausbeute: 0,98 g (Fraktion G,,). 


Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum bei 70° getrocknet 
(5,302 mg: 0,249 mg Gewichtsverlust oder 4,7°/,). 5,053 mg: 10,925 mg CO, 
und 4,120mg H.O und 0,022 mg Riickstand; 9,419 mg: 1,39 cem n,100-HC1: 
1,491 (1,190) mg: 4,17 (3,31) cem n,200-KJO,, entsprechend 0,588 (0,465) ng 
Galaktose. 0,175 mg: E = 0,64, entsprechend 35 y Neuraminsiiure. 


0 

lo 

Cc » Neuramin- 
Zucker 
(1415,1) Ber. 59,38 9,26 1,98 38,2 22.0 
(1387,0) . 58,73 9,16 2,02 389 22,4 
(1331,0) . 57,71 893 2,10 406 23,4 
Gef. 59.3 9,2 2,07 39,4 (39,1) 20,0. 


Rein weibe, P-freie Substanz., die in ihren Eigenschatten 
mit den Gehirngangliosiden weitgehendst iibereinstimmt. Die 
Léslichkeit in Eisessig ist etwas geringer als bei den letzteren. 
Konzentrierte wiibrige Lisungen sind zihfliissiger. Aus der alkoho- 
lischen Liésung scheidet sich die Substanz ebenfalls in kleinen 
Sphiirolithen ab, die ein wohlausgebildetes Balkenkreuz im polari- 
sierten Licht zeigen. Zersetzungsp. 250° unter vorangehendem 
Sintern und Verkohlung. Die Substanz ist schwach linksdrehend. 


0,3905 g in Pyridin zu 10 cem gelést. Drehung im 2 dm-Rohr 


a =— 0,28°. [ajz°* = — 3,59°% 


720° 


das Gehirngangliosid wurde gefunden: = — 2,79". 


Die Spaltprodukte. 0,777 g Substanz (entsprechend 0,74 g 
des bei 70° im Hochvakuum getrockneten Produkts) wurden nach 
dem friiher fiir die Identifizierung des Zuckers beniitzten Ver- 
fahren [vgl. E. Klenk*)} mit 15 ccm 10°/,iger Salzsiure durch 
1/, stiindiges Erhitzen im siedenden Wasserbad gespalten. Menge 
der wasserunlislichen, véllig schwarz gefirbten Spaltprodukte 
0,465 g (23,392 mg: 3,784 ccm n/100-HCl Gef.: N 2,27°/, oder 
10,24 mg im Gesamtriickstand). Das Filtrat wurde auf 25 ccm auf- 
gefiillt (1 ccm davon: 1,34 ccm n/100-HCI, entsprechend 0,188 mg N 
oder 4,69mg im Gesamtfiltrat: 0,02 com: 1,69 cem n/200-KJO,, 
entsprechend 0,241 mg Zucker (ber. als Galaktose) oder 0.3012 ¢ 
im Gesamtfiltrat). 

Die wasserunléslichen Spaltprodukte (Filterriickstand) liste 
man in dem 10fachen Volumen 5°/,iger methylalkoholischer 
Schwefelsiure, filtrierte die ungelésten schwarzen Zersetzungs- 
produkte der Neuraminsiiure ab und kochte die Lésung 1 Stunde 
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unter RiickfluB. Die Fettsiuremethylester wurden dann durch 
Ausschiitteln mit Petrolither, das Sphingosin durch Ausiathern 
der nach Entfernung der Fettsiuren stark alkalisch gemachten 
Lésung dargestellt. 


Fettsiiuremethylester. 0,182 g oder 25°/, des gespaltenen 
Gangliosids (fiir Lignoceryl- bzw. Behenyl-gangliosid ber. 27,0 bzw. 
25,5°/,). Schmelzp. 49—50°. Daraus freie Siure 0,149 g. Schmelz- 
punkt 69—70° bzw. 76—77° nach dem Umkrystallisieren aus 
Aceton (Schmelzpunkt von Behensiiure 80,5°. Schmelzpunkt von 
Lignocerinsiiure 84,5°). 


23,031 baw. 17,722 mg: 1,272 bzw. 1,008 cem n/20-alkoholisehe NaOH. — 
10,257 mg baw.: 0,07 cem n/10-Bromlésung. 
C..H,,0. Ber. Aquiv.-Gew. 340,4 
” ” 368,5 
Get. 362 bzw. 352 Jodz. 8,6. 


Der Verdampfungsriickstand der iitherischen Lisung des 
Sphingosins wurde in Aceton gelést, von geringen Mengen un- 
geléster Anteile abfiltriert und das Sphingosin als Sulfat mit 
verdiinnter alkoholischer Schwefelsiure unter Vermeidung eines 
Uberschusses gefillt. Menge des Sphingosinsulfats 0,098 g oder 
14°/, des gespaltenen Gangliosids (fiir Lignoceryl- bzw. Behenyl- 
gangliosid ber. 24,6 baw. 25,1°/,). 

13,56 mg Subst.: 3,28 cem n/100-HCI. 

(C,,H,,NO,),.H,SO, Ber. N 4,02. Gef. N 3,38. 


Trotz des zu niedrigen N-Gehalts ist eine weitere Reinigung 
und Identifizierung nicht mehr vorgenommen worden. 

Zur Identifizierung des Zuckers wurde das Filtrat, nach der 
vorschriitsmiiBigen Entfernung der Salzsiure, auf ein Volumen 
von 10 ccm gebracht. 


1. Giirwert. Im Lohnsteinschen Apparat mit Hefe nach 4 Stunden 
bei 37° Gef.: 1,11) Glucose. 

Nach Beendigung des mit 0,52 cem durchgefiihrten Giirversuchs wurde 
die den unyergorenen Zucker enthaltende Lésung aus dem Giirapparat 
quantitativ in einen 50 cem-MeBkolben iibergespiilt, mit Wasser bis zur 
Marke aufgefiillt und nach dem Abzentrifugieren der suspendierten Hefe 
von 1 cem davon (entsprechend 0,0104 cem der urspriinglichen Zuckerlésung) 
die Zuckerbestinmmung nach Somogyi durehgefiihrt: 1,17 cem n 200-KJO,, 
entsprechend 0,160 mg Galaktose. 

Daher Gehalt der Lisung an unvergiirbarem Zucker: 1,54°’, (ber. als 
({alaktose). 
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2. Drehwert. Drehung im 2 dm-Rohr bei 20° « = +3,61°. Restbetrag 
nach Abzug des durch Glucose bedingten Werts « = +2,44°. 
Daher Gehalt der Liésung an unvergirbarem Zucker: 1,52°/, (ber. als 


Galaktose). 
3. Reduktionswert. 0,01 cem: 1,97 cem n/200-KJO,. Restbetrag nach 


Abzug des durch Glucose bedingten Werts 0,96 cem n/200-KJO,, ent- 


sprechend 0,144 mg Galaktose. 
Daher Gehalt der Lésung an unvergiirbarem Zucker: 1,44°/, (ber. als 


Galaktose). 

Aus dem noch verbliebenen Rest der Lésung lieB sich wie 
im Fall der Gehirnganglioside ein schwer lésliches Methylphenyl- 
hydrazon in einer Menge von 0,169 g vom Schmelzp. 182° zur 
Abscheidung bringen. Das aus 30°/,igem Alkohol umkrystallisierte 
Produkt (0,143 g) schmolz bei 190-—191°. Breite Nidelchen. Ks 
handelt sich demnach um das Methylphenylhydrazon der Galaktose. 


Die einfachen Cerebroside 


Sie fanden sich vor allem in den Fraktionen C,, und C,,. 
Zu ihrer Darstellung wurden die beiden Fraktionen (2,81 g) in 
der Wirme in 100 ccm Pyridin gelist und der nach Stehen iiber 
Nacht bei Zimmertemperatur ausgefallene Anteil abgesaugt [1,29 g. 
0,51 mg: im 10 cem-MeBkilbchen D = 9,5 (Leerwert D = 81), ent- 
sprechend 0,0158 mg P; 1,97 mg: 0,54 ccm n/200-KJO,, ent- 
sprechend 0,0557 mg Galaktose. Gef.: P 3,0°/,; Zucker (ber. als 
Galaktose) 2,8°/,|. Das Filtrat wurde durch eine Siule von 4,2 g 
Aluminiumoxyd gegossen, im Vakuum stark eingeengt und die 
jetzt so gut wie P-freie Substanz mit Aceton gefallt (C,,: 1,05 g). 
Nach dem Umkrystallisieren aus 45 ccm Methylalkohol, wobei 
noch ein geringer unléslicher Anteil abgetrennt wurde, verblieben 
0,92 g (C,,). 

C,,- 1,00 mg: im 10 eem-MeBbkélbchen D = 75 (Leerwert D = 87), ent- 
sprechend 0,0011 mg P; 1,075 (0,860) mg: 1,54 (1,21) cem n/200-KJO,, ent- 
sprechend 0,219 (0,173) mg Galaktose; 0,61 mg: E = 0,21, entsprechend 
11 y Neuraminsiiure. —- C,,. 4,022 mg: 0,572 cem n/100-HC1; 1,243 mg: 
1,87 cem n 200-KJO,, entsprechend 0,268 mg Galaktose. 

C,,. Gef.: P 0,1°/,; Zucker (ber. als Galaktose) 20,3 (20,1)°/); Neuramin- 
siiure 1,8°/,. — Cy. Gef.: N 1,99°,; Zucker (ber. als Galaktose) 21,6°,. 
C,,H,,NO, ber. 22,2%. CygHgyNO, ber. 22,9°/,. 

Da die Substanz in der Art der Abscheidung aus Methyl- 
alkohol noch nicht das fiir Kerasin oder die Gaucher-cerebroside 
charakteristische Verhalten zeigt, krystallisierte man sie zur 
weiteren Reinigung noch aus 16 ccm Hisessig und anschlieBend 
aus 20 ccm Methylalkohol um, ohne daB dadurch das Verhalten 
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sich inderte (C,,: 0,56 g). Die Analyse ergab auch einen fiir 
Lignoceryl- oder Behenyl-sphingosin-hexosid zu niedrigen C-Wert. 


Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° im Hochvakuum getrocknet 
(5,082 mg: 0,020 mg Gewichtsverlust oder 0,4°/,). 5,062 mg: 12,410 mg CO,, 
4,880 mg H,O und 0,006 mg Riickstand. — 17,39 mg: 2,00 cem n 100-HC1. 


(811,8) Ber. 70.95  N 1,73 


Gef. ,, 67,0 10,8 , 1,59. 


Auch Walz hatte Schwierigkeiten bei der Darstellung des analysen- 
reinen Milzkerasins. Seine Priiparate zeigten zuniichst ebenfalls viel zu 
niedrige C-Werte (68,2—68,4°/,). 

Rein weiBbe, P-freie Substanz (1,47 mg: im 10 ccm-Meb- 
kélbchen D = 92 (Leerwert D = 100), entsprechend 0,00061 mg IP 
gef.: P 0,04°/,). Die Orcinreaktion auf Neuraminsiiure ist negativ. 
Die Substanz ist in Wasser unléslich. Sie list sich in Methyl- 
alkohol etwas schwerer als die Gaucher-cerebroside. Die beim 
Abkiihlen auftretende Abscheidung ist weniger voluminés als bei 
letzteren. Schmelzp. 200° unter vorhergehendem Sintern. Die 
Substanz zeigt nur eine sehr geringe Linksdrehung. 

0.4457 g in Pyridin zu 10 cem gelést. Drehung im 2 dm-Rohr 

a= —0,08°. = —0,89°. 
Milzkerasin von Walz[aj’ = —9,12°. Gehirnkerasin = —2,74 bis —3,71°. 

Zur vorliiufigen Orientierung iiber die Natur des Zuckers wurden 
0,102 g der Fraktion C,, in der iiblichen Weise mit 10° ,iger Salzsiiure ge- 
spalten und das Filtrat nach der Entfernung der Salzsiiure auf ein Volumen 
von 2,76 cem (2,79 g vom spezifischen Gewicht 1,01) gebracht. 

1. Giirwert. Im Lohnsteinschen Apparat nach 4 Stunden bei 36°. 
Gef.: 0,36°,, Glucose. 

2. Drehwert. Drehung im 1 dm-Rohr bei 20° a = +0,64°. Restbetrag 
nach Abzug des durch Glucose bedingten Werts « = +0,451°. 

Daher Gehalt der Lésung an unvergiirbarem Zucker: 0,56° , (ber. als 
Galaktose). 

3. Reduktionswert. 0,04 cem: 2,66 cem n/200-KJO,. Restbetrag nach 
Abzug des durch Glucose bedingten Werts 1,35 ecem n/200-KJO,, ent- 
sprechend 0,147 mg Galaktose. 

Daher Gehalt der Lisung an unvergiirbarem Zucker: 036°, (ber. als 
Galaktose). 

Dadurch ist bewiesen, dafi auch hier ein vergiirbarer und 
ein unvergirbarer Zucker vorhanden ist. Beide Zucker miissen 
stark rechtsdrehend sein. ‘Trotz der nicht sehr gut iiberein- 
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stimmenden Werte von 2. und 3.*) kann kaum ein Zweifel be- 
stehen, dab es sich um Glucose und Galaktose handelt. 


Die Cerebroside mit 2 Hexoseresten 


Zur niaheren Untersuchung kamen 2 Priiparate dieser Art. 


a) Zur Darstellung des einen wurden die Fraktionen C,, bis C,,, 
C,,. bis C,,, sowie C,, + C., vereinigt (5,98 g). 

6.58 mg: 0,914 n/100-HCl; 0,50 mg: im 10 cem-Mebkélbchen 
D = 46 (Leerwert D = 83), entsprechend 0,0044 mg P:; 2,46 (1,97) mg: 
3,16 (2,45) ecem n, 200-KJO,, entspreehend 0,447 (0,357) mg Galaktose; 
0,47 mg: E- 0,64, entsprechend 34 7 Neuraminsiiure. Gef.: N 1,95°,: 


P 1,47"; Zucker (ber. als Galaktose) 18,5 (18,1°),); Neuraminsiiure 7 


Mit einer Probe von 1 g wurde der Versuch gemacht, durch Auskochen 
mit 100 cem Essigester, wodureh man gangliosidhaltigen Lipoiden ebenso 
wie mit Aceton zuweilen orcinnegative Substanz entziehen kann, eine 
Trennung zu erzielen. Der Hauptteil ging in Lisung und fiel aus dem 
Filtrat beim Abkihlen auf 0° aus (0,75 g). Da aber die Oreinreaktion stark 
positiv war, wurde die Substanz wieder mit dem Ausgangsmaterial vereinigt. 


Auch der mit einer anderen Probe gemachte Versuch mit Hilfe der 
Barytmethode zu reinen neuraminsiiure- und P-freien Cerebrosidpriiparaten 
zu kommen, war erfolglos. Dem mit Baryt behandelten Material konnten 
mit Aceton und Essigester nur sehr geringe Substanzmengen entzogen 
werden. 

Der noch verbliebene Teil des Materials wurde nun mit der Fraktion B 
vereinigt (insgesamt 5,53 g) und in 220 ccm heiBem Pyridin gelést. Den 
beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur ausgefallenen Niederschlag [2,56 g. 
0,59 mg: im 10 cem-MeB8kélbchen D = 16 (Leerwert D = 81) entsprechend 
0,0120 mg P. Gef.: P 2,03°/,] saugte man ab, goB das Filtrat durch eine 
Siiule von 8 g Aluminiumoxyd, engte im Vakuum stark ein und fiillte mit 
Aceton. Da die Substanz noch eine Spur P (1,99 mg: im 10 cem-Meb- 
kélbehen D = 52 (Leerwert D = 81), entsprechend 0,0033 mg P. Gef.: 
P 0,16°,,) enthielt, wurde das Adsorptionsverfahren unter Verwendung von 
1,6 g Aluminiumoxyd wiederholt. SchlieBlich krystallisierte man noch aus 
Methylalkohol unter gleichzeitigem Entfiirben mit Tierkohle um (1,30 g). 


Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 70° getrocknet 
5,398 mg: 0,232 mg Gewichtsverlust oiler 4,3°),). 5,166 mg: 12,065 mg CO,, 
4,750 mg H,O und 0,016 mg Riickstand. — 7,877 (9,314) mg: 0,803 (0,955) eem 
n/100-HCl. —- 1,109 (0,888, 0,977, 0,781) mg: 2,83 (2,39, 2,49/1,98) eem- 
n/200-KJO,, entsprechend 0,407 (0,344/0,359 0,284) mg Galaktose. 


Gef. € 63,9 H 10.30 N 1,43 (1,44): Zucker (ber. als Galaktose) 36,7 
(38,8, 36,8/36,4). 


*) Bei der niedrigen Konzentration der Lésung ist die Glucose- 
bestimmung im Lohnsteinsechen Apparat fiir die Errechnung des Galaktose- 
gehalts aus Drehwert und Reduktionswert zu ungenan. 
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Der C-Wert ist fiir Behenyl- oder Lignocery]-sphingosin-dihexosid noch 
zu niedrig. Die Substanz ist praktisch P-frei (0,62 mg: im 10 cem-Meb-_ 
kélbechen D = 71 (Leerwert D = 76) entsprechend 0,0005 mg P. Gef.: 
P 0,08°/,]. Die Orcinreaktion auf Neuraminsiure ist negativ. Wegen des 
zu niedrigen C-Werts fiihrte man einen weiteren allerdings erfolglosen 
Reinigungsversuch durch. 1g der Substanz wurde zuniichst mit 150 ccm 
Aceton ausgekocht. Hierbei ging nur eine kleine Menge in Lésung, die 
beim Abkiihlen aus der heif filtrierten Lésung fast quantitativ ausfiel [0,21 g. 
1,615 mg: 3,78 eem n/200-KJO,, entsprechend 0,527 mg Galaktose. Gef.: 
Zucker (ber. als Galaktose) 32.6°,]. Den ungelést gebliebenen Anteil kry- 
stallisierte man noch aus Chloroform-Methylalkohol um. Doppelbrechende 
Sphirolithe (0,49 g). 

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 110° getrocknet 
(5,224 mg: 0,142 mg Gewichtsverlust oder 2,7°/,). 5,082 =g: 11,770 mg CO,, 
4,520 mg H,O und 0,013 mg Riickstand. —- 1,962 mg: 4,90 eem n/200-KJO,, 
entsprechend 0,714 mg Galaktose. 


Gef. C 63,4 H 10,0: Zucker (ber. als Galaktose) 36,4°),. 


Eine zur Orientierung in der iiblichen Weise mit 0,24 g Substanz 
durchgefiihrte Spaltung ergab: 


Fettsiiuremethylester. 0,07 g. Schmelzp. 46—47° Jodzahl 14,8 (12,0 mg: 
0,14 eem n/10-Bromlésung). 


Die daraus erhaltene freie Siéiure schmolz bei 11,5—72°, baw. 76—76,5° 
nach dem Umkrystallisieren aus Aceton. Aquiv.-Gew. 360 bzw. 353 (12,390 
bzw. 10,085 mg: 0,689 bzw. 0,571 ecm n/20-alkoholische NaOH). Es diirfte 
also auch hier wie in dem oben untersuchten Gangliosidpriiparat im wesent- 
lichen ein Gemisch von Behensiiure und Lignocerinsiiure vorgelegen haben. 


Sphingosinsulfat. 0,05 g (21,30 mg : 6,06 cem n/100-HCL. Gef. N 3,99°/,). 


Die zuckerhaltige Hydrolysenfliissigkeit wurde nach der Entfernung 
der Salzsiiure auf ein Volumen yon 10 cem gebracht. 

1 Gdrwert. S cem der Lésuny konzentrierte man im Vakuum auf ein 
Volu..-n von 1,1'Scem (1,147 g; spez. Gew. 1.035) und bestimmte davon 
im Lohnsteinschen Giirapparat (4 Stunden, 37°) die Menge des vergiirbaren 
Zuckers. Gef. 2,0°, Glucose. Daher in der urspriinglichen Lésung: 
0,28°/, Glucose. 

2. Drehwert: Drehung im 1 dm-Rohr bei 20° a= +0,56°. Restbetrag 
nach Abzug des durch Glucose bedingten Werts a= +0,42°. Daher Gehalt 
der Lésung an unvergiirbarem Zucker: 0,52", (ber. als Galaktose). 

3. Reduktionswert. 0,04 ccm: 2,665 cem n/200-KJO,, Restbetrag nach 
Abzug des durch Glucose bedingten Werts 1,66 ecm n 200-KJO,,  ent- 
sprechend 0,237 mg Galaktose. Daher Gehalt der Lésung an unvergiirbarem 
Zucker: 0,59° (ber. als Galaktose). 

Auch hier handelt es sich demnach offensichtlich wieder um ein Ge- 
misch yon Galaktose und Glucose. 


b) Das andere, analysenreinere Priiparat wurde aus der 
Fraktion G,, durch 4maliges Umkrystallisieren aus dem 20fachen 
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Volumen Eisessig erhalten. Das jetzt véllig gangliosidfreie Produkt 
krystallisierte man schlieBlich noch aus Chloroform—Methylalkohol 
1:10 V. T.) um. 0,56 g. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 70° getrocknet 
(4,914 mg: 0,141 mg Gewichtsverlust oder 2,9°/,). 4,773 mg: 11,465 mg CO, 
und 4,430 mg H,O; 16,262 mg:1,78 ccm n/100-HC1; 0,759 mg:1,97 cem 
n'200-KJO,, entsprechend 0,282 mg Galaktose. 


C;,H,,;NO,, (973,8) Ber. C 66,54 H 10,66 N 1,44 Zucker 37,0 
(ber. als Galaktose) 


(945,8) 65,97 ., 10,55 1,48 Zucker 38,1 
C,sHy,NO,, (889,27) 64,74 1031 ,,1,57 4 40,5 
Gef. , 655 , 104 , 1538 . 37,2. 


Rein weiBe, P-freie Substanz, die ebenso wie die Cerebroside 
und im Gegensatz zu den Gangliosiden mit Wasser in ‘der Hitze 
triibe Emulsionen gibt und sich nicht lést. Sie ist leicht léslich 
in Pyridin, bei Zimmertemperatur schwer léslich in Hisessig, sehr 
schwer in Methylalkohol und praktisch unléslich in Aceton. In 
der Siedehitze ist die Léslichkeit in den beiden letzten Lésungs- 
mitteln wesentlich geringer als die des Kerasins oder der Gaucher- 
cerebroside. Die Orcinreaktion auf Neuraminsiure ist negativ. 
Schmelzp. 240° unter vorangehendem Sintern und schwacher Braun- 
fiirbung. Die Substanz ist schwach linksdrehend. 


0,4332 ¢ in Pyridin zu 10 ccm gelést. Drehung im 2 dm-Rohr 

a= —0,59°. —6,81°. 

Die Spaltprodukte. 0,474 g Substanz wurden in der iib- 
lichen Weise gespalten. Menge der nur schwach braun gefiarbten 
wasserunléslichen Spaltprodukte 0,356 g (18,949 mg:2.42 ccm 
n/100-HCI. Gef.: N 1,79"), oder 6,36 mg im Gesamtriickstand). 
Das Filtrat wurde auf 25 ccm aufgefillt (1 cem davon 0,18 cem 
n/100-HCl, entsprechend 0,0252 mg N oder 0,630 mg im Gesamt- 
filtrat). Uber 90°/, des Gesamtstickstofis gehért demnach einem 
wasserunlislichen Spaltpunkt (Sphingosin) an. 

Fettsiiuremethylester. 0,158 g oder 33°), des gespaltenen 
Cerebrosids (fiir Behenyl-sphingosin-di-hexosid ber. 37,8°/,). 
Schmelzp.51°. Jodzahl 6,9 (12,756 mg: 0,07 n/10-Bromlésung). 
Die daraus gewonnene freie Siure (0,12 g) schmolz bei 74°, bzw. 
77° nach dem Umkrystallisieren aus Aceton. 


21,270 baw. 24,030 mg: 1,189 baw. 1,346 cem n/20-alkoholische NaOH. 


Aquiy.-Gew. Gef. 358 baw. 357. 
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Auch hier diirfte es sick demnach wieder wie in allen anderen 
Fallen im wesentlichen um ein Gemisch von Behenséiure und 
Lignocerinsiure gehandelt haben. 

Sphingosinsulfat. 0,08 g oder 18°/, des gespaltenen Cere- 
brosids (fiir Behenyl-sphingosin-di-hexosid Ber. 37,2°/,). Da der 
N- Wert dieses Rohprodukts (7,31 mg: 1,78 ccm n/100-HCL. Gef. 
N 3,41°/,) zu niedrig war, wurde die Substanz noch aus Athyl- 
alkohol umkrystallisiert (10,07 mg: 2,64 com n/100-HCI. Gef. 
N 3,67°/,). 

Die zuckerhaltige Hydrolysentliissigkeit wurde nach der Ent- 
fernung der Salzsiure auf ein Volumen von etwa 4,4 ccm gebracht. 


1. Giirwert. Im Lohnsteinschen Apparat nach 4 Stunden bei 35’. 
Gef. 1,40°/, Glucose. 

2. Drehwert. Drehung im 1 dm-Rohr bei 20° «+ +2,124--Restbetrag 
nach Abzug des durch Glucose bedingten Werts a= +1,385". Daher Gehalt 
an unvergiirbarem Zucker: 1,73°,, (ber. als Galaktose). 

3. Reduktionswert. 0,02 cem: 5,04 cem n/200-KJO,, Restbetrag nach 
Abzug des durch Glucose bedingten Werts 2,46 cem n,200-KJO,, entsprechend 
0,354 mg Galaktose. Daher Gehalt der Lisung an unvergiirbarem Zucker: 
1,77"), (ber. als Galaktose). 


Die Untersuchung wurde unterstiitzt durch Mittel, welche der Forschungs- 
dienst und der Verein der Freunde und Foérderer der Universitit K6ln zur 
Verfiigung gestellt haben. 
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III. Mitteilung 


Von 


F. Menne 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Miinster i. Westf.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7, Miirz 1942) 


in den friiheren Mitteilungen ist gezeigt worden, daB der 
Muskelbrei die Fiahigkeit hat, zugesetztes Arginin') und Histidin?) 
in Kreatin umzuwandeln. Es war daher von groBem Interesse 
festzustellen, ob auch andere Stoffe, die als Muttersubstanz des 
Kreatins im Schrifttum angefiihrt worden sind, unter den Be- 
dingungen dieser Untersuchungen ebenfalls in Kreatin umgewan- 
delt zu werden vermégen. Die erste Substanz, auf die sich die 
Untersuchungen erstreckten, war das Glykocyamin, tiber dessen 
Kignung als Kreatinvorstufe bereits eine groBe Zahl von Unter- 
suchungen ausgefiihrt worden sind. 


So fand Czernecki’), dab nach Verfiitterung von Glykocyamin an 
Kaninchen im Harn der Versuchstiere reichlich Kreatinin ausgeschieden 
wurde und schlof daraus, daf der tierische Organismus Glykocyamin durch 
Methylierung zu Kreatin umbauen kann. Bald darauf kamen sowohl Jaffé*) 
als auch Dorner’) bei Verfiitterung von Glykocyamin zu jihnlichen Er- 
gebnissen. In den genannten Arbeiten wurde vermutet, dab der Muskel 
der Sitz der Kreatinbildung sei, und Dorner setzte autolysierendem Muskel- 
brei Glykocyamin zu, doch waren die Versuchsergebnisse nicht beweisend. 
Dagegen nahmen Borsook und Bubnoff*) an, dab der Hauptsitz fiir die 
Kreatinbildung aus Glykocyamin die Leber sei. Sie gaben zu Ringerlésung, 
in der sich Leberschnitte befanden, gleichzeitig Glykocyamin und Methionin 
und fanden, daB der Kreatingehalt der Leberschnitte anstieg. Bereits Jaffé 
wies in seiner Arbeit darauf hin, da® Glykocyamin ebenso wie Kreatinin 


') Lehnartz u. Jensen, Diese Z. 271, 275 (1941). 
*) Menne, Diese Z. 273, 103 (1942). 

5) Diese Z. 44, 294 (1905). 

4) Diese Z. 48, 430 (1906). 

5) Diese Z. 52, 225 (1907). 

6) J. of Biol. Chem. 134, 1440 (1940). 
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mit wiiBriger Pikrinsiiure und Natronlauge eine Rotfiirbung ergibt. Auch 
mit der Dinitrobenzoesiiure-Methode, die in der vorliegenden Arbeit an- 
gewendet wurde, tritt mit Glykocyamin eine ihnliche Fiirbung auf wie 
mit Kreatinin, so da’ anfangs bei der Kreatininbestimmung Schwierigkeiten 
entstanden, die aber durch eine Anderung der Versuchsanordnung beseitigt 
werden konnten. 


Als weitere mogliche Vorstufe des Kreatins ist das Cholin 
angesprochen worden. 


Koch’), der die Meinung vertrat, daB das Kreatin des Organismus 
aus dem Cholin stamme, war der Ansicht, dab dieses Cholin aus dem Abbau 
des Lecithins hervorginge. Riesser’) injizierte Versuchstieren Cholin und 
fand einen Anstieg des Kreatinins im Harn. Er stellte die Theorie auf, 
daB aus einer Synthese von Cholin oder Betain mit Harnstoff das tierische 
Kreatin entstiinde. Thompson*) fand nach Cholingaben bei Hunden im 
Gesamtkreatinin des Urins keine Vermehrung. Doch Shanks‘), der gleich- 
zeitig mit dem Cholin Arginin gab, bestiitigte die Befunde von Riesser. 
Baumann und Hines*) durchstrémten Muskeln mit Harnstoff und Cholin 
und stellten einen geringen zweifelhaften Anstieg des Kreatins fest. 
du Vigneaud, Chandler, Moyer und Kappel") verfiitterten an Ver- 
suchstiere Cholin zugleich mit Homocystin und fanden danach eine Ver- 
mehrung des Gesamtkreatins im Harn. 


AuBer den erwihnten Stoffen werden im Schrifttum auch 
die aus den Nucleinséuren stammenden Purine als Ausgangs- 
produkte fiir das Kreatin diskutiert. 


Da die beiden Purine Guanin und Adenin nur schwer in Wasser 
léslich sind, verwendete Dorner’) in seinen Versuchen nucleinstoffreiches 
Gewebe. Er gab Kaninehen Thymus und konnte dabei keinen Anstieg des 
Kreatins im Harn beobachten. In den unten beschriebenen Versuchen wurde 
das Adenin in neutraler Lésung dem Muskelbrei zugesetzt unter Bedingungen, 
die ein eindeutiges Ergebnis erwarten lieben. 

Bei den friiheren Untersuchungen hatte sich herausgestellt, 
daB der Muskelbrei zugesetztes Histidin unter anaeroben Be- 
dingungen in weitaus héherem Mae als bei Gegenwart von 
Sauerstoff zu Kreatin umbaut’). Dieser Befund gab Veranlassung, 
ithnliche Versuche auch mit dem Arginin anzustellen und zu 
prifen, ob die Ausbeute an Kreatin aus Arginin, die Lehnartz 


') Amer. J. Physiol. 15, 15 (1905). 

*) Diese Z. 90, 221 (1913). 

*) J. of Physiol. 51, 111, 347 (1917). 

4) J. of Physiol. 55, VIT (1921). 

5) J. of Biol. Chem. 31, 549; 35, 75 (1918). 

®) J. of Biol. Chem. 131, 57 (1939). 

7) Diese Z. 52, 225 (1907). 
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und Jensen!) gefunden hatten, durch Exposition unter sauerstoff- 
freien Bedingungen geiindert wird. 


Methodik 


Die Versuche wurden in der von Lehnartz und Jensen angegebenen 
Weise angestellt, so daB auf eine ausfiihrliche Wiedergabe der Methodik 
verzichtet werden kann. Einzelne Abweichungen, die dureh besondere 
Versuchsbedingungen nétig waren, sind an entsprechender Stelle vermerkt. 
In den Versuchen $0, 97, 98, 99 und 100 wurde zuniichst das Gewicht 
der Versuchsgliischen, die je 5cem Phosphatputfer (pj, 7,0) enthielten, fest- 
| gestellt, dann eine Muskelportion, deren Gewicht zwischen 0,4 und 0,5 ¢ 
lag, in die Phosphatlisung gegeben und durch nochmaliges Wiegen das 
genaue Gewicht der Muskelportion ermittelt. Bei allen iibrigen Versuchen 
wurden in jedes Versuchsgliischen genau 0,5 g Muskelbrei eingewogen und 
5eem Phosphatputfer 7,0) zugegeben. 

In den Versuchsansiitzen kamen zu dem aufgeschwemmten Muskelbrei 
je 20 mg der zu untersuchenden Substanz in 5cem wiibriger Lésung, die 
mit Phosphatpuffer auf p,, 7,0 eingestellt war. Nach 3 stiindigem Stehen 
bei 1S —20° wurden die Versuche durch Zusatz von 5 cem Trichloressigsiure 
in Salzsiiure unterbrochen und die Ansiitze nach Lehnartz und Jensen 
weiter verarbeitet. 

Die Ausgangswerte enthielten statt der Aminosiurelésungen je 5 ecm 
Wasser. Sie wurden sofort mit Trichloressigsiiure-HCl gefillt. Die weitere 
Verarbeitung wich nicht von der fiir die Versuchsansiitze angegebenen 
Weise ab. 


Versuchsergebnisse 


1. Kreatinbildung aus Arginin. Zu Beginn wurden Versuche 
durchgefiihrt, in denen die Ansiitze, die Muskelbrei und Arginin 
enthielten, gleichzeitig mit Stickstoff durchstroémt wurden, Hierfir 
wurden die gleichen Durchstrémungsgefibe benutzt und die glei- 
chen Bedingungen gewiihlt, wie sie bei den anaeroben Histidin- 
versuchen beschrieben sind’), ‘Tab. I gibt AufschluB iiber das 
Ergebnis dieser Versuche. In dieser wie in allen iibrigen Tabellen 
ist der Kreatingehalt der Ansiitze in Milligramm-Prozent Kreatinin 
angegeben. Die Ausgangswerte sind gle‘ch 100 gesetzt und die 
Versuchswerte auf die jeweiligen Ausgangswerte bezogen. Diese 
Prozentzahlen sind in Kursivdruck unter den absoluten Kreatinin- 
werten verzeichnet. Als Durchschnittswert aus 8 Bestimmungen 
fand sich der Kreatingehalt um 9,9°/, erhdht. Das bedeutet, dab 
im Gegensatz zu der Kreatinsynthese aus Histidin bei dem Umbau 
des Arginins unter anaeroben Verhiltnissen keine Verbesserung 
der Kreatinausbeute eintritt. 


1) Diese Z. 271, 275 (1941). 
*) Diese Z. 273, 103, besonders 112 (1942). 
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Tabelle I 


Exposition mit Arginin bei Stickstoffdurchstrémung 
Je 0,5 g Muskelbrei + 5 ccm Phosphatpuffer (Py 7,0) + 20 mg Arginin 
Werte in ‘lo Kreatinin 


x Mit Arginin 
8. VIII. 40 055 
100 115.0 
2 (Nr. 18) 0,32 0,32 0,33 0,37 
9, VIII. 40 0.35 
100 109.4 
3 (Nr. 99) 0,33 0,36 0.34 0,37 0,38 
12. VIII. 40 0.345 0.363 
1 100 105.3 
Gesamtdurchschnitt | 100 | 109,9 


Man kénnte vielleicht daraus den SchluB ziehen, dab die 
Vorgiinge, die zur Bildung des Kreatins aus Arginin fiihren, 
nicht in dem Mabe durch die Gegenwart von Sauerstoff gestért 
werden wie die, welche sich bei der Kreatinbildung aus Histidin 
abspielen. Aber diese Annahme ist unzutreffend, wie die in Tab. II 
angefiihrten Versuche beweisen. Denn in den Ansiitzen, die je 
0.5 g Muskelbrei und 20 mg Arginin enthielten, war nach der 
Exposition, wiihrend der Sauerstoff durch die Durchstrémungs- 
gefiiBe geleitet wurde, der Kreatingehalt nur um durchschnittlich 
5,4°/, im Vergleich zu dem Ausgangswert gesteigert. Das be- 
deutet eine erhebliche Verschlechterung der Kreatinausbeute, 
Es lieB sich also im Muskelbrei die Synthese des Kreatins aus 
Arginin weder durch Ausschlu8 noch durch reichliche Zufuhr 
von Sauerstoti verbessern. 

Zum Vergleich wurden unter Argininzusatz gleichzeitig mit 
den Sauerstoffdurchstrémungsversuchen Versuche ohne Durch- 
strémung durchgefiihrt. In ihnen betrug der Kreatinzuwachs 
durchschnittlich 10,4°/,. Unter den gleichen Versuchsbedingungen 
fanden Lehnartz und Jensen im Durchschnitt eine Vermehrung 
des Kreatins um 23,2°/,. Der Unterschied in der Kreatinbildung 
liBt sich teils aus der Schwankungsbreite derartiger Versuche 
erkliiren, teils durch die jahreszeitlich bedingte verschiedene 
Leistungsfiihigkeit des Froschmuskels. Die Versuche der Arbeit 
von Lehnartz und Jensen wurden im April ausgefiihrt, wihrend 
die in Tab. II beschriebenen Versuche im Oktober gemacht wurden. 
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Tabelle Il 
Exposition mit Arginin bei Sauerstoftdurchstrémung 

Je 0,5 g Muskelbrei + 5 cem Phosphatpuffer (py, 7,0) + 20 mg Arginin 

Werte in °, Kreatinin 
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‘Mit Arginin 
(Nr. des Protokolls) 
Sauerstottdurehstrémung 
4 (Nr. 100) 0,35 0,36 0,40 0,39 0,38 
14. VILI. 40 0,355 0:39 
100 j 109,9 
5 (Nr. 279) 0,41 0,48 0,49 O44 O46 0,46 
15. X. 41 0,455 0,453 
100 118,4 110,5 
6 (Nr. 280) O41 O42 0,47 0,44 O41 0,42 0,43 
16. X. 41 6,415 0,455 0,42 
100 105,6 101.2 
7 (Nr. 281) O48 0,53 0,52 OAS O51 0,55 
», 
20. Da 41 0,525 0,513 
100) 109.4 106,9 
8 (Nr. 283) O44 O44 OAT O48 043 O42 0,46 
0,475 0,437 
100 108 99,4 
9 (Nr. 284) 0,42. 0,42 O45 0,42 0,45 0,45 
0,45 O,44 
100 1071 104,7 
10 (Nr. 286) 0,24 0,26 0,27 0,24 0,26 0,26 
29. X. 4] 0,265 0,253 
Gesamtdurehschnitt | 100 | 110.4 105.4 


2. Kreatinbildung aus Glykocyamin. Da das Glykocyamin 
selber nach dem Erhitzen in saurer Lisung mit dem Dinitro- 
benzoesiiure-Reagens eine Farbe gibt, die der durch Kreatinin 
hervorgerufenen sehr filnlich ist, multe vor Durchfiihrung der 
eigentlichen Versuche die Intensitiit dieser Fiarbung ermittelt 


werden. 

Zu diesem Zweck wurden jihnlich wie in den Muskelbreiansiitzen je 
20 mg Glykoeyamin in 5 cem Lésung in einem 25 cem-Kolben mit 5 eem 
Phosphatputfer von py 7,0 und S5cem 5°, iger Trichloressigsiiure in 3°/,iger 
HCl versetzt und bis zur Marke aufgefiillt. Die weitere Verarbeitung war 
die gleiche wie bei den Ansiitzen mit Muskelbrei. Dabei hatte die Glyko- 
cyaminlésung eine Extinktion von 0,020. Dies eutspricht bezogen auf den 
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ganzen Ansatz einer Kreatininmenge von 0,55 mg, bezogen auf 100 g Muskel 
(,1°/, Kreatinin. Nach lingerer Auf bewahrung der Glykocyaminlésung stieg 
die Extinktion um ein Vielfaches an. Da jedoch in den vorliegenden Ver- 
suchen durchweg frische Glykocyaminlésungen verwandt wurden, ist héch- 
stens mit einer scheinbaren Erhéhung des Kreatiningehaltes um 0,1°/, zu 
rechnen*). Da durch den Muskelbrei, wie gefunden wurde, Glykocyamin 
in Kreatin umgewandelt wird, ist der mégliche Fehler aber tatsiichlich ge- 
ringer zu veranschlagen. Um ihn noch weiter zu verringern, wurde zu den 


Tabelle II 
Exposition mit Glykocyamin 
Je 0,5 Muskelbrei + 5 cem Phosphatpuffer (p;; 7,0) + 20mg Glykoeyamin 
Werte in °, Kreatinin 


Mit Glykoeyamin 
Nr. des Versuches 
sofort nach 3 stiindiger Exposition 
11 (Nr. 287) 0,42 0,43 0,47 0,48 
0,425 0,475 
100 112 
12 (Nr. 285) 0,41 0,42 O47 0,46 0,47 
ti. XT. 41 = 
0,415 0,47 
100 113,3 
13 (Nr. 290) 0,45 0,49 0,51 0,47 
10, XT. 41 0,49 
100 108,9 
14 (Nr. 292) 0,45 0,47 0,49 0,50 0,50 
9 WV 
12. XI. 41 0,46 0,50 
100 108,7 
15 (Nr. 293) 0,44 0,43 0,47 0,47 0,50 
14, XI. 41 0,435 0,48 
100 110,83 
16 (Nr. 294) 0,41 0,40 0,47 0,45 0,44 
0,405 0.45 
100 111,1 
17 (Nr. 295) 0.40 0,40 | 0.43 0,43 0,42 
18. 41 0,40 0,43 
100 107,5 
Gesamtdurchschnitt | 100 110,3 


*) Bei der Bestimmungsmethode mit Dinitrobenzoesiiure haben also 
4mg Glykocyamin die gleiche Extinktion wie 0,55 mg Kreatinin. Barren- 
scheen und Pany [Biochem. Z. 310, 344 (1942)) finden mit der Pikratmethode 
fiir Glykoeyamidin, das Anhydrid des Glykoeyamins, bei 0,25 mg etwa 10°), 
der Extinktion des Kreatinins, wogegen bei 4 mg Glykocyamin mit der 
Jinitrobenzoesiinre-Methode nur etwa 14°, der Extinktion des Kreatinins 
gefunden wurden. 
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Ansiitzen, die der Ermittlung des Anfangswertes dienen sollten, yon vorn- 
herein die gleiche Glykocyaminmenge zugesetat, wie in den eigentlichen 
Versuchen. Da in diesen Vergleichswerten wegen der sofortigen Fiillung 
eine Umwandlung des Glykocyamins zu Kreatin oder ein sonstiger Umbau 
dieser Substanz nicht mehr stattfinden kann, mub sich der sicherlich vor- 
handene Versuchsfehler zuunguusten des Kreatins auswirken, das heiBt, 
die tatsiichlich erfolgte Vermehrung des Kreatins ist wahrscheinlich gréBer, 
als sie durch die Analyse ausgewiesen wird. 

den Versuchen der ‘lab. erhielt jeder Ansatz einen 
Zusatz von 20 mg Glykocyamin; nach einer Exposition von 
3 Stunden bei einer Temperatur yon 18—20° wurde der Kreatin- 
gehalt ermittelt. Die gefundenen Extinktionswerte wurden trotz 
der oben erwiihnten — sich zu unseren Ungunsten auswirkenden 
Fehlerméglichkeit auf Kreatinin umgerechnet. Die Tab. I! 
ergibt Steigerungen des Kreatingehaltes durch Glykocyamin von 
7,5—13,3°/,. Nach den methodischen besonderheiten ist jedoch 
anzunelimen, daB die Kreatinzunahme noch iiber den errechneten 


Durchschnittswert von 10,3°/, hinausgeht. 


8. Kreatinbildung aus Cholin. Zuerst wurde in Vorversuchen 
festgestellt, daB sich das mit Siiure erhitzte Cholinchlorid nicht 
mit dem Dinitrobenzoesiiure-Reagens firbt, so daB also keine 
Stérung der Bestimmung durch das zugesetzte Cholin zu befiirchten 
ist. Aus 3 Cholinversuchen (Tab. 1V) geht hervor, daB der Muskel- 
brei bei Zusatz von 20 mg Cholinhydrochlorid seinen Kreatin- 
gehalt vermehrt, und zwar betrug der durchschnittliche Kreatin- 


zuwachs 9,5°/,. 


Tabelle IV 

Exposition mit Cholinchlorid 
Je 0,5 g Muskelbrei + 5cem Phosphatputfer (py, 7,0) + 20 mg Cholinchlorid 
Werte in °), Kreatinin 


an Anfangswert Mit Cholinchlorid 
18 (Nr. 88) 0,29 0,29 0,32 0,55 
. 
28. V. 40 0825 
100 110,5 
19 (Nr. 80) 0,26 0,27 0,27 0,30 
0,265 0,285 
100 107,5 
20 (Nr. 90) 0,23 0,28 0,30 0,32 
3. VI. 40 0-31 
100 
Gesamtdurchschnitt | 100 | 109,5 
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4. Kreatinbildung aus Adenin. Schilieflich wurde in ahnlicher 
Weise auch das Verhalten des Muskelkreatins nach Zusatz von 
Adenin untersucht. Adenin ist in Wasser sehr schwer lislich, 
lést sich aber in Lauge. 400mg Adenin wurden in 50ccem Wasser 
und 3ccm n/1l-Natronlauge gelést und nach Neutralisation mit 
Salzsiiure mit Wasser auf 100ccm aufgefiillt. Die Lisung blieb 
ungefihr einen Tag lang stabil. Die mit Siure erhitzte Adenin- 
lésung gab mit Dinitrobenzoesiiure-Reagens keine Firbung. Zum 
Muskelbrei wurden die in Tab. V angegebenen Adeninmengen zu- 
gesetzt. In den meisten Ansiitzen wurde keine Kreatinerhéhung 
gefunden. Nur in cinem Versuch trat eine selir geringe Steigerung 
auf, die aber in der Schwaukungsbreite der Versuche liegt. Der 
Muskelbrei kann also demnach Adenin nicht zum Kreatinaufbau 
verwenden, 

Tabelle V 
Exposition mit Adenin 
Je 0.5 ¢ Muskelbrei + 5 ecm Phosphatpuffer (py, 7.0) + 20 mg Adenin 
Werte in °/, Kreatinin 


Nr. des Versuches 
(iv. des Anfangswert Mit Adenin 
21 (Nr. 304) 0.38 0,38 041 0,38 
9, XII. 41 0.395 
100 104 
22 (Nr. 305) 0:42 0,42 0,42 0,42 0,42 
13. NIL. 41 
100 100 
23 (Nr. 306) 0,375 0,388 0,38 
4) 0,38 
100 100 
Gesamtdurchsehnitt | 100 | 101 
Zusammenfassung 


1. Die Kreatinbildung aus Arginin mit Muskelbrei wird durch 
anaerobe Versuchsbedingungen nicht verbessert, durch Sauerstoff- 
durchstrémung verschlechtert. 

2. Glykocyamin und Cholin  steigern die Kreatinbildung im 
Muskel. 

3. Adenin kann vom Muskel nicht zum Kreatinaufbau ver- 


wendet werden. 


to 
~] 


Uber das Vorkommen von Protoporphyrin — 
in den Eischalen der Vogel 
Von 


Otto Volker 


(Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Gielen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Miirz 1942) 


Wohl die itiberwiegende Mehrzahl der Kischalen aller wild- 
lebenden Voégel weist neben einer in der Regel vorhandenen 
Grundfiirbung die bekannten Schalentlecke auf, deren Farbe 
schon bei nahe verwandten Arten vom lichtesten Rot bis zum 
intensivsten Schwarz wechseln kann. Diesem hiiutigsten Fiirbungs- 
typ gegeniiber stehen Kier, deren Schalen eine gleichmibige 
Grundfirbung aufweisen und solche, die frei von Pigment, also 
weib sind. Uber die Fleckenfarbe verdanken wir bereits einer 
Anzahl iilterer Autoren (Sorby, Liebermann, Krukenberg: 
genauere Kenntnisse vornehmlich ihrer physikalischen Kigen- 
‘schaften. Doch wissen wir erst seit den grundlegenden Unter- 
suchungen von H. Fischer und F. Kégl', daB das Pigment 
identisch ist mit Protoporphyrin, also der eisenfreien Komponente 
des Blutfarbstoffes. Aus Méwen- und Kiebitzeischalen gelang 
diesen Forschern die Isolierung und Reindarstellung des Farb- 
stoffes, und weiter gelang ihnen der spektroskopische Nachweis 
desselben Koérpers in den Eischalen einer Reihe anderer Vogel- 
arten, die vier groBen Verwandtschaftsgruppen, niimlich den Ord- 
nungen der Laro-Limicolac (Miwen- und Watvigel), der Accipitres 
(Tagraubvégel), der Cuculi (Kuckucke) und der Passeres (Sperlings- 
vigel) angehéren (vgl. auch ‘Tab. 2). 

War schon damit eine recht weite Verbreitung des Proto- 
porphyrins als Fleckenfarbe der Kier erwiesen, so schien es 
dennoch wiinschenswert, die Verhiiltnisse bei einer Reihe weiterer 
Ordnungen von Vogeln zu priifen und festzustellen, ob auch bei 
diesen dem Protoporphyrin eine ausschlieBliche Verbreitung als 


') Diese Z. 131, 241 (1923); 138, 262 (1924); 142, 141 (1925). 
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Fleckenpigment zukommt oder nicht. Mit Absicht sind die Ver- 
treter aus Gruppen gewihlt, die in stammesgeschichtlicher Hin- 
sicht nicht das geringste miteinander zu tun haben. Da ferner in 
den normalen Ausscheidungen einiger Végel neben Proto- auch 
Koproporphyrin auftritt'), so schien auch aus diesem Grund die 
Frage nach der Einheitlichkeit des Kischalenporphyrins von be- 
sonderem Interesse, zumal sich gelegentlich auch in den Federn 
der Eulen ein Gemisch dieser beiden Farbstoffe findet?). 

Die Verwirklichung dieses Vorhabens erméglichte mir erst 
das groBe Entgegenkommen des Herrn Dr. P. Henrici, Rendel 
(Oberhessen), der mir aus seiner Kiersammlung eine gréfere An- 
zahl wertvoller Dubletten zu dem genannten Zweck bereitwilligst 
iiberlieB. Ihm sei dafiir auch an dieser Stelle bestens gedankt. 

Bei der Auswahl der Objekte einer Eiersammlung ist zu beachten, 
daB nur die Untersuchung soleher Schalen dieser Problemstellung von 
Nutzen sein kann, deren Fleckung von vornherein auf die Anwesenheit 
von Porphyrin schlieBen lift. Die Priifung von Sammlungsstiicken ein- 
farbiger oder weiBer Kier hat dagegen wenig Zweck. Die hier giinstigsten- 
falls vorkommenden geringen Porphyrinmengen sind vor allem durch die 
Einwirkung des Lichtes und anderer Umstiinde in der Regel lingst zerstért. 
Allein die Verarbeitung frischen Materials kann in solchen Fiillen den ge- 
wiinschten AufschluB geben. In bemerkenswertem Gegensatz hierzu ist das 
Porphyrin der Fleckenfarbe sehr lichtbestiindig, so dab auch alte Stiicke 
ohne weiteres zum Nachweis des Farbstoffes geeignet sind. 

Bei dem normalerweise geringen Porphyringehalt der Schalen, 
bei der Seltenheit des Materials — meist standen nur 1 bis 2 Kier 
je Art zur Verfiigung — konnte nur durch die Messung der 
Absorption die Natur des jeweils vorliegenden Porphyrins er- 
mittelt werden. Dies ist allerdings mit recht groBer Genauigkeit 
miglich bei der Verwendung von Ather als Lisungsmittel. 

Die Herstellung der Lésungen erfolgte durch Behandeln der zer- 
kleinerten Schalen mit 5/n-Salzsiiure bei Zimmertemperatur. Bei sehr kalk- 
reicher. Schalen ist der Zusatz von etwas stiirkerer Salzsiiure erforderlich. 
Nach Zugeben von Natriumacetat Uberfiihren des Porphyrins in Ather. 
Waschen der Atherlésung. Starkes Kinengen meist notwendig. Bei kleinen 
oder pigmentarmen Eiern wurden meist 2 Exemplare derselben Art zur 
Bereitung geeigneter Liésungen benétigt. 

In Tab. 1 sind die Ergebnisse der spektroskopischen Messungen 
verzeichnet. 

Wie sich aus der Tabelle ergibt, stimmt die Lage der Ab- 
sorptionsbanden in allen Fiillen genau fiir Protoporphyrin. 


) O. Volker, Diese Z. 258, 1 (1939); J. f. Ornithol. 86, 436 (1938). 
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Tabelle 1 
Spektroskopische Messung der Atherlésungen 
von Eischalen-Porphyrinen 
Beobachtet mit GittermeBspektroskop nach Lé we-Schumm (Carl Zeib, Jena). 
Die angegebenen Absorptionsmaxima in my sind das Mittel aus mehreren 
Ablesungen. Spaltbreite bei allen Messungen 0,12 min; 
E.A. bedeutet: Endabsorption 


Ordnung Art I IV V VI 
Gialli. Megapodius eremita 631,6 575,2 536.1 502,1 
Hiihnervogel GroSfubhuhn 
Ralli. .... Gallinula chloropus 632.3 575,727 535,0 502,2 ELA. 
Rallen Teichhuhn 
Fulica atra 632,4 574,38 535,3 502,3 E.A 
Wasserhuhn 


Porphyriops melanops | 632,7 575,5 535,7 502,3 EA. 
Siidamerik. Ralle 


Jacanae .. . Parra jacana 632,3 575,5 535,3 502,3 E.A. 
Blatthiihnchen Jacana 
(irues Grus grus 632,2 575,1 535,8 502,7 ELA. 
Kraniche Kranich 
Otides . . .. Otis tarda 632.5 575,1 535,8 501,7 ELA. 
Trappen GroBtrappe 
Aleae Alca torda 631,5 574,6 535,8 502,5 E.A. 
Alken Tordalk ' 
Uria trotlle 631,8 575,2 535,5 502,6 E.A. 
Lumme 
Colymbi . . . Colymbus arcticus 631,5° 575,9 535,3 503.9 E.A. 
Seetaucher Polartaucher 
Caprimulgi . . | Caprimulgus europaeus | 632.2 575,6 536,1 504.2 EA. 
Ziegenmelker Nachtschwalbe 


Chordeiles rupestrise | 632,20 574,5 536,8 501,8 E.A. 
Amerik. Nachtschwalbe 


Auch nicht andeutungsweise sind daneben, selbst bei Anwendung 
groBber Schichtdicken nicht, die Streifen etwa von Koproporphyrin 
zu erkennen. Da die Zahl der Vogel-Ordnungen, in deren Schalen 
Protoporphyrin nachgewiesen wurde — und zwar bei allen der 
untersuchten Arten jeder Ordnung — nunmehr 14 betriigt?) 
(vgl. auch Tab. 2), ist wohl der SchluB erlaubt, daB diesem Por- 
phyrin eine ganz ausschlieBliche Bedeutung als Fleckenpigment 
der Kischalen zukommt. Hierin machen auch jene Ordnungen 
keine Ausnahme, in deren Federn Koproporphyrin sich findet. 
Das ausschlieBliche Vorkommen von Protoporphyrin in 


') Unter Zugrundelegung der Klassifikation von E. Stresemann, 
vel. Kiikenthal-Krumbach: Handbuch d. Zoologie VIE/2, 735 (1927-1934). 
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Kischalen und von Koproporphyrin in Federn!) ist fiir 
die Vigel also charakteristisch. 

Stellen wir alle bis jetzt bekannten Nachweise von Porphyrin 
in Schalen denen in Federn einander gegeniiber, so ergibt sich 
folgendes Bild (vgl. Tab. 2). 


Tabelle 2 


Porphyrine in EKisehalen und Federn der Vigel 
m. Fl. bedeutet: Schalen mit Flecken; 0.Fl. bedeutet: Schalen ohne Flecken; 
ein (+) bedeutet: Anwesenheit yon Porphyrin bis jetzt nur durch die 
Fluoreseenzreaktion nachgewiesen 


Ordaung | 
Otides, Trappen .......... m. Fl + + 
Caprimulgi, Ziegenmelker. . . . . m. Fl + + 
Striges, Eulen. o. +) + 
Accipitres, Raubyégel. . m. Fl + (+) 
Columbae, Tauben . .. . o. Fl. + (+) 
Ralli, Rallen. . . . . m. Fl + (+) 
Anseres, Entenvigel . . o. Fl + (+) 
Cuculi, Kuckucke. ......... m. (+) 
Passeres, Sperlingsvégel. . . m (+) 
Laro-Limicolae, Miwen u. Watydgel . m. Fl. + - 
Jacanae, Blatthiihnechen. . . . . m. Fl. + 
Grues, Kraniche .......... m. Fl. + o 
Colymbi, Seetaucher ........ m. Fle + 
Psittaci, Papageien. ........ Fl. 
Macrochires, Seglerartige . . . .. . o. Fl. 


Ks muB hervorgehoben werden, daB diese Tabelle die quanti- 
tativen Verhiiltnisse, die von Ordnung zu Ordnung in sehr weiten 
Grenzen schwanken kénnen, nur mangelhaft zum Ausdruck 
bringt. 

In getleckten Schalen ist, wie Tab. 2 zeigt, Protoporphyrin 
auspahmslos vorhanden. Ks kann aber auch, obschon in geringer 


') O. Vilker, Diese Z. 258, 1 (1939); Journ. f. Ornithol. S86, 436 (1933). 
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Menge, Bestandteil weifer Schalen sein (z. B. Ente, Taube, Haus- 
huhn). Dagegen lassen die weiBen Kier der Spechte, Papageien, 
Segler und sicher mancher anderen Gruppe auch im frischen 
Zustande keine Spur von Porphyrin erkennen. 

Viel sporadischer ist in Federn das Auftreten von Kopro- 
porphyrin. Die Trappen (tides) nehmen in quantitativer Hinsicht 
ohne Zweifel eine Sonderstellung ein, denn bei ihnen ist Kopro- 
porphyrin III in krystallisierbarer Menge in den basalen Ab- 
schnitten siimtlicher Federn gespeichert?). Nennenswerte Mengen 
von Koproporphyrin finden sich noch in den Federn der Eulen 
(Striges) und Ziegenmelker (Caprimulgi)}) In den Federn aller 
iibrigen der angefiihrten Ordnungen kommt das Porphyrin nur in 
Spuren vor. Hervorgehoben zu werden verdient noch, daB die 
aus Kischalen und Federn  isoliéPten Porphyrine derselben 
Isomerenreihe angehéren. Sie sind also gleich dem Hiamin nach 
Hans Fischer von ihrem gemeinsamen Grundfarbstoti, dem 
Atioporphyrin III herzuleiten. 

Wie ich bereits an anderer Stelle hervorhob’), lassen die 
Schalenflecke im nativen Zustand die typische Rotfluorescenz 
des Porphyrins im filtrierten U.V.-Licht vermissen, sie wirken 
vielmehr dunkel matt, samtartig. Erst beim Behandelo der 
Schalen mit verdiinnten Siiuren beginnt das Porphyrin sofort 
lebhaft rot zu fluorescieren. Dieses Verhalten steht im Gegensatz 
zu dem fleckenfreier Kischalen, die im frischen Zustand eine 
rote Fluorescenz der gesamten Oberfliiche ihrer Schale erkennen 
lassen. AuBerdem ist hier die Kalkschale in ihrer gesamten 
Dicke von Porphyrin durchsetzt*), wiihrend die Fleckenfarbe nur 
einer diinnen Membran anhaftet, die als sog. Pigmentcuticula 
die Kalkschale iiberzieht. Der Versuch, dieses unterschiedliche 
Fluorescenzverhalten ein und desselben Porphyrins auf Ver- 
schiedenheiten seiner Ablagerungsweise zuriickzufihren, ist nicht 
moglich, An Hand von Schalendiinnschliffen — und zwar zeigen 
Lings- und Tangentialschlitfe der Schalen dieselben Verhiltnisse — 
laBt sich keinerlei morphologische (etwa krystalline) Struktur des 
Porphyrins erkennen, worauf man das Fehlen der Fluorescenz 
zuriickfiihren kénnte. Auch ist die Cuticula frei von Kalksalzen, 
wie die Beobachtung der Schliffe im polarisierten Lichte zeigt. 
Recht auffillig ist auch die grofe Lichtbestindigkeit der Flecken- 


1) a. a. O. 
2) O. Volker, Journ. f. Ornithol. 88, 604 (1940). 
5) M. Schénwetter, Ornithol. Monatsber. 40, 73 (1932). 
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farbe, die mit dem Fehlen der Fluorescenz zweifellos einhergeht. 
Selbst monatelange Kinwirkung von Tageslicht veriindert kaum 
feststellbar die Farbintensitiit der Flecken und somit deren 
Porphyringehalt. Dagegen ist der Porphyringehalt der im nativen 
Zustand rot tluorescierenden Schalen bereits nach einer kurzen 
Zeit der Lichteinwirkung vollstiindig zerstort. 

Alle Eigenschaften der Fleckenfarbe deuten daraut hin, dab 
hier das Protoporphyrin nicht in freier, sondern in gebundener, 
lichtstabiler Form vorliegt. LiaBt man an Stelle verdiinnter Salz- 
siiure eine etwa 2°/,ige Lisung von Zephirol?) bei Zimmer- 
temperatur auf die Schalen einwirken, so tritt ganz allmiihlich 
rote Fluorescenz auf und nach einiger Zeit liBt sich mit orga- 
nischen Lésungsmitteln das in Liésung gegangene Porphyrin 
ausschiitteln. Da nach den Untersuchungen von R. Kuhn und 
H. J. Bielig’) Invertseifen die Eigenschaft besitzen, zahlreiche 
Symplexe und gelegentlich auch Chromoproteide in prosthetische 
Gruppe und hochmolekulare Triigersubstanz zu zerlegen, ist es 
sehr wahrscheinlich, daB auch im Falle der Fleckenfarbe ein 
Symplex vorliegt, der durch das Zephirol eine Spaltung erfiihrt 
in freies, tluorescierendes Porphyrin und Triiger. 


Herrn Prof. Dr. R. Kuhn, Heidelberg, der mir die spektroskopischen 
Messungen in seinem Institut erméglichte, schulde ich ergebensten Dank. 

') Zephirol ist ein etwa 15°,iges Gemisch yon Alkyl-dimethyl-benzy1- 
ammoniumchloriden. 

*) Ber. chem. Ges. 73, 1080 (1940). 
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Alkaptonurie und Schwangerschaft 
Von 


Franz Lanyar 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Graz) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mirz 1942) 


Es ist bekannt, dab Schwangerschaft eine bestehende Stofi- 
wechselstérung beeinflussen kann. Daher war es von einem be- 
sonderen Interesse, den Verlauf einer Schwangerschaft bei einem 
Fall von Alkaptonurie zu verfolgen. 

Eine 26 jiihnige Frau, welche an einer Stérung des Eiweib- 
stoffwechsels leidet, wurde erstmalig schwanger. Sie zeigte eine 
deutliche Ochronose, besonders der Ohrknorpel, eine leichte Pigmen- 
tierung der Skleren, Verfairbung des Cerumens und den fiir diese 
Stérung charakteristischen Harn. Die Patientin fiihlte sich voll- 
kommen gesund, hatte keine Beschwerden, auch keine rheuma- 
tischén, und die objektive Untersuchung ergab keinen Anhaltspunkt 
fiir einen sonstigen krankhaften Befund. Die tiiglich ausgeschiedene 
Menge von Homogentisinsiiure betrug bei der Frau, welche be- 
reits mehrfach zu Stoffwechselversuchen gedient hatte, je nach 
der EiweiBaufnalme in der Nahrung 3—7 g. 

Mit Eintritt der Schwangerschaft trat keine wesentliche 
Anderung der tiiglich ausgeschiedenen Homogentisinsiiuremenge 
auf, und dies war auch unmittelbar vor und nach der Geburt der 
Fall. Die beobachteten und durch die Nahrung bedingten Schwan- 
kungen waren nicht gréBer als vor Eintritt der Schwangerschaft. 

Wiihrend in den ersten Monaten der Schwangerschaft wegen 
hiiufigen Erbrechens eine genaue Diiit nicht eingehalten werden 
konnte, war es gegen Ende der Schwangerschaft méglich, der 
Patientin tiglich mit der Nahrugg etwa 80—100 g EiweiB zu- 
zufiihren. Die Tabelle bringt eine§Auszug aus den Harnanalysen. 
Die Homogentisinsiiure wurde au jodometrischem Wege?) und 
der Stickstoff nach Kjeldahl-Preg] bestimmt. 

Die Geburt verlief ohne Komplikationen. In der Milch *) 
konnten 4 mg-"/, Homogentisinsiiure nachgewiesen werden. 
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Harn- Acid. | Hom.-S. | N 
Datum menge | Dichte [ecm n/10- 
in com NaOH in ¢ x 100/N 
13./14. X. 820 1029 2,7 3,2: | 7,6 42 
24/25. XI. 1000 1025 3,2 44 9, 48 
1./2. 1. 1075 1024 4,5 5,1 2.6 40 
9./10. LI. 1460 1019 5d 7,2 0 48 
2./3. III. 1240 1022 5,8 6,5 2,5 52 
3./4. TLL 1020 1024 84 5,8 11,3 5] 
9./10. IV. 1100 1027 3,8 6,7 14,0 45 
10./11. IV. 860 1028 7,! 64 48 
29, IV. partus 
1./2. V. 690 1029 63 5,3 | 12,4 13 


Das miinnliche 2950 g schwere Kind war vollkommen gesund 
und zeigte auch wihrend einer Beobachtungszeit von ungefiihr 
2 Jahren nicht das geringste Anzeichen einer Alkaptonurie. Ks 
hat im Mutterleibe keinen Kinflu8 auf die Stoffwechselstérung der 
Mutter ausgeiibt*). 


Zusammenfassung 


Bei einer 26 jahrigen Frau mit einer alkaptonurischen Stofi- 
wechselstérung hatte eine Schwangerschaft keinen KinfluB auf die 
Homogentisinsiureausscheidung. Das Kind war nach der Geburt 
und wihrend einer 2 jihrigen Beobachtungszeit vollkommen ge- 
sund. Irgendeine Beeinflussung des miitterlichen Stoffwechsels 
durch die Schwangerschaft oder durch den gesunden Fétus konnte 
nicht nachgewiesen werden. In der Milch der Mutter wurden 
4mg-°/, Homogentisinsiiure festgestellt. 


Literatur 


1. H. Lieb u. F. Lanyar, Diese 4% 181, 199 (1929). 

2. PF. Lanyar u. H. Lieb, Diese Z. 208, 135 (1931). 

*) Nach Berichten amerikanischer Autoren ist ein soleher EinfluB bei 
Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels nach Pankreasexstirpation beobachtet 
worden. Vgl. A. I. Carlson u. F. M. Drennan, Amer. J. Physiol. 28, 391 
(1911); F.M. Drennan, Ebenda 28, 396 (1911); A. I. Carlson u. H. Gins- 
burg, Ebenda 36, 217 (1914), sowie Fr. M. Allen, Ebenda 54, 451 (1921). 
Zitiert nach Abderhaldeus Lehrb. d. physiol. Chemie, 5. Aufl. L, 8.175. 
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